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1  Einleitung 
 
 
1.1  Bcr-Abl-positive Leukämien 
 
1.1.1  Die molekulare Anatomie der Philadelphia-Translokation 
 
Die Philadelphia-Translokation ist eine der ersten genetischen Veränderungen, die konsistent 
mit der Entstehung einer bestimmten Neoplasie, in diesem Fall der chronischen myeloischen 
Leukämie (CML), assoziiert werden konnte. 1960 beschrieben Nowell und Hungerford ein 
bei diesen Leukämien auftretendes kleines und verkürztes Chromosom 22 (Nowell und 
Hungerford, 1960). 1973 konnte gezeigt werden, dass dem verkürzten Chromosom 22 eine 
balancierte, reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 (t(9;22)(q34;q11)) 
zugrunde lag (Rowley, 1973). Weitere Untersuchungen ergaben, dass diese Translokation, die 
nach ihrem Entdeckungsort auch Philadelphia-Translokation (Ph) genannt wird, zur Fusion 
des Breakpoint-Cluster-Region (BCR)-Gens auf Chromosom 22 mit dem normalerweise auf 
Chromosom 9 gelegenen c-Abl Gen führt. Das dadurch entstehende Hybrid-Gen wird als Bcr-
Abl bezeichnet (Sawyers, 1999; Faderl et al., 1999).  
 
Abbildung 1: Die molekulare Anatomie der Philadelphia-Translokation 
A) Chromosom 9 und 22 wurden mittels Bandentechnik angefärbt. (Heisterkamp und Groffen, 2002). 
B) Schematische Darstellung der Philadelphia Translokation mit dem resultierenden Genprodukt und 
dem Bcr-Abl Fusionsprotein (Genes and Disease, NCBI). 
 
A B
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Die Fusion von c-abl und bcr führt zu einer konstitutiven Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase. 
Zahlreiche Experimente in Zellkultur und in Tiermodellen konnten zeigen, dass diese 
Aktivierung von c-Abl durch die Fusion mit Bcr für die transformierende und leukämogene 
Potenz von Bcr-Abl wichtig ist. Bei der Philadelphia-Translokation können sowohl in c-abl 
als auch in bcr verschiedene Bruchpunkte beteiligt sein, so dass am Ende Fusions- oder 
Hybridgene unterschiedlichen Ausmaßes entstehen. Je nach Bruchpunkt können drei 
verschiedene Bcr-Abl Isoformen entstehen, die nach ihrem Molekulargewicht benannt 
werden: p185, p210 und p230. Interessanter Weise tragen diese unterschiedlichen Bcr-Abl-
Hybride zumindest zum Teil zu unterschiedlichen leukämischen Phänotypen bei.  
 
1.1.2  Das klinische Erscheinungsbild und die Epidemiologie Ph-positiver Leukämien 
 
1.1.2.1  Bcr-Abl induziert die chronische myeloische Leukämie (CML) 
 
Die CML betrifft in erster Linie ältere Menschen. Das mittlere Alter bei Erstdiagnose liegt bei 
45-55 Jahren. Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei 1-2 Fällen pro 100.000 Einwohner. 
Biologisch gesehen ist die CML definiert als eine klonale, myeloproliferative Erkrankung 
ausgehend von einer hämatopoetischen Stammzelle. Entsprechend dieses Ursprungs kommt 
es nicht nur zur malignen Expansion granulozytärer Zellen, sondern auch monozytäre, 
megakaryozytäre sowie lymphatische Zellreihen sind am Krankheitsgeschehen beteiligt 
(Fialkow et al., 1977). Neben einer Vermehrung dieser Zellen im peripheren Blut findet man 
eine deutliche myeloische Hyperplasie des Knochenmarks. In der klinischen Symptomatik 
zeichnet sich die CML durch einen stadienhaften Verlauf aus, und es wird zwischen der 
chronischen Phase, der Akzelerationsphase und der Blastenkrise unterschieden. Die 
Symptomatik während der chronischen Phase ist uncharakteristisch, nicht selten bleibt die 
Erkrankung in diesem Stadium symptomlos. Erst 3-5 Jahre nach der Erstmanifestation geht 
die CML zunächst in eine Akzelerationsphase, anschließend in eine terminale Blastenkrise 
über. Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch Fieber, Nachtschweiß, Gewichtsverlust und 
Schwellungen der Milz und Leber. Die periphere Leukozyten- und Thrombozytenzahl kann 
nicht mehr adäquat durch Chemotherapie kontrolliert werden. Im Knochenmark kommt es zu 
einer zunehmenden Verdrängung der regulären Hämatopoese durch den malignen Zellklon. 
Anämien und Thrombozytopenien sind die Folge. Zytologisch ist der Übergang der 
Erkrankung in dieses Finalstadium charakterisiert durch das Auftreten eines hohen 
Prozentanteils (> 30%) undifferenzierter, blastärer Zellen im peripheren Blut oder im 
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Knochenmark sowie durch Manifestation extramedullärer, leukämischer Infiltrate. Bei einem 
Drittel der Patienten haben die Blasten eine lymphatische Morphologie und exprimieren 
lymphatische Zellmarker. Das Krankheitsbild entspricht dann weitgehend einer ALL. Bei den 
übrigen Patienten ähnelt der Phänotyp der malignen Zellen demjenigen einer akuten 
myeloischen Leukämie. Die Blastenkrise führt auch unter Behandlung innerhalb weniger 
Monate zum Tod. Häufige Todesursachen sind Infektionen, Blutungen oder ein terminaler 
Blastenschub mit Multiorganversagen.  
 
1.1.2.2  Bcr-Abl induziert die akute lymphatische Leukämie (ALL) 
 
Die ALL ist eine maligne Erkrankung der Lymphopoese, charakterisiert durch die klonale 
Proliferation undifferenzierter lymphatischer Zellen. Sie tritt mit einer Inzidenz von 1:100.000 
auf. Etwa 25-30% der Fälle von ALL sind mit einer Philadelphia-Translokation assoziiert, 
wobei in erster Linie ältere Patienten betroffen sind. Die Ph-positive ALL ist durch eine starke 
Vermehrung der lymphatischen Zellen gekennzeichnet. Wie bei der CML tritt eine 
lymphatische Blastenkrise auf, wobei es hier zur Verdrängung der normalen Hämatopoese, 
insbesondere der Erytropoese, im Knochenmark durch den malignen Zellklon kommt. Bei 
einer Ph-positiven ALL kommt es zur starken Vermehrung von Vorläufer-B-Zellen und zu 
einer fehlenden Differenzierung der B-Zellreihe. Unklar ist, ob es sich bei allen Fällen der Ph-
positiven ALL um ein eigenständiges Krankheitsbild handelt oder aber um eine erst zum 
Zeitpunkt der Blastenkrise diagnostizierte CML. Diese Frage wurde von verschiedenen 
Untersuchungen unterschiedlich beantwortet (Radich, 2001). 
 
 
1.2  Die biologischen Funktionen des Onkoproteins Bcr-Abl 
 
C-Abl ist eine zytosolische und nukleäre Tyrosinkinase. Neben der Lokalisation des 
zellulären Abl-Proteins unterliegt auch seine Aktivität strikten Kontrollmechanismen, wobei 
sowohl intra- als auch intermolekulare Protein-Protein-Interaktionen und posttranslationale 
Modifikationen an der Regulation der Kinaseaktivität von Abl beteiligt sind (Van Etten, 
1999). Die Fusion von Bcr an Abl durchbricht diese Regulationsmechanismen: Die Aktivität 
der c-Abl-Kinase wird normalerweise über ihre SH3- und SH2-Regionen reguliert. Die SH3-
Domäne ist ein negativ-Regulator, während die SH2-Domäne das Protein positiv reguliert 
(Franz et al., 1989). Als ein Ergebnis der Bcr-Abl Fusion, bindet die N-terminale Domäne von 
Einleitung   7
Bcr-Abl Phosphotyrosin-unabhängig an die SH2 Domäne von Abl und aktiviert dadurch die 
Abl-Kinase konstitutiv (Pendergast et al., 1991). Bcr-Abl zeichnet sich durch eine 
deregulierte Kinaseaktivität aus (Konopka et al., 1984). Außerdem ist Bcr-Abl ausschließlich 
im Zytosol, nicht mehr im Kern, lokalisiert (Van Etten et al., 1998). Beide Veränderungen 
ermöglichen es Bcr-Abl, mit Proteinen verschiedenster intrazellulärer Signalkaskaden zu 
interagieren. Diese molekularen Interaktionen führen in der hämatopoetischen Zelle zu 
Wachstumsfaktor-unabhängigem Wachstum, veränderter oder blockierter Differenzierung, 
Änderungen in der Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktion, Inhibition der Apoptose und 
letztlich zu „unkontrolliertem Wachstum“ und Leukämogenese. Auf die einzelnen 
Auswirkung dieser veränderten molekularen Interaktionen wird im Folgenden eingegangen.  
 
Abbildung 2: Überblick über den biologischen Einfluss des Onkoproteins Bcr-Abl auf die 
Biologie der Zelle. Zusammengefasst sind Signalkaskaden, die von Bcr-Abl aktiviert werden und ihre 
biologische Konsequenz für die Zelle. (in Anlehnung an Di Bacco et al., 2000) 
 
 
1.2.1  Der Einfluss von Bcr-Abl auf die Proliferation und den Zellzyklus 
 
Bcr-Abl ist in der Lage, Wachstumsfaktor-unabhängiges Wachstum in hämatopoetischen 
Zellinien zu induzieren. Bisher gibt es unterschiedliche Beobachtungen dazu, ob die durch 
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Veränderungen in den Zellen dafür notwendig sind. Einige Ergebnisse zeigen in 
temperatursensitiven und induzierbaren Systemen, dass Bcr-Abl in BaF/B3- und in 32D-
Zellen IL-3-unabhängiges Wachstum erst nach einer Lag-Phase von 2-3 Wochen induziert 
(Carlesso et al., 1994; Kabarowski et al., 1994). Andere Daten deuten darauf hin, dass ein 
grundsätzlicher Mechanismus von Bcr-Abl sein könnte, hämatopoetische Zellen gegenüber 
bestimmten Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu sensibilisieren (Pierce et al., 1998). Eine 
erhöhte Sensitivität gegenüber Wachstumsfaktoren wurde bei primitiven hämatopoetischen 
Progenietorzellen aus CML Patienten gezeigt (Bhatia et al., 2000). Außerdem wird diskutiert, 
dass die anti-apoptotische Wirkung von Bcr-Abl die Anhäufung von zusätzlichen genetischen 
Mutationen fördert, die dann zur unkontrollierten Proliferation führen (Korsmeyer, 1992). 
Hingegen wurde in anderen Arbeiten gezeigt, dass Bcr-Abl ein Wachstumsfaktor-
unabhängiges Wachstum vermittelt und den Wachstumsfaktor IL-3 substituiert (1994; 
Hariharan et al., 1988). Bcr-Abl aktiviert mitogene Signalwege in der Zelle wie den 
Ras/MAPK-Signalweg, den PI3-Kinase/Akt-Signalweg, den Jak/STAT-Signalweg und den 
Src-Kinase-Signalweg (zusammengefasst in Warmuth et al., 1998). Aus diesem Grund 
dürften nicht nur sekundäre Mutationen in Bcr-Abl positiven Zellen zu Wachstumsfaktor-
unabhängiger Proliferation führen, sondern Bcr-Abl scheint auch direkt das Wachstum und 
die Vermehrung der Zellen zu steuern. Die Expression von Bcr-Abl stellt somit ein 
andauerndes unreguliertes Wachstumssignal für die Zelle dar.  
 
Für diese Hypothese spricht auch, dass Bcr-Abl direkt in die Abläufe in der 
Zellzyklusprogression eingreifen kann. Diese Fähigkeit könnte vor allem während der 
Blastenkrise der CML und bei der Ph-positiven B-ALL von Bedeutung sein. Die Aktivierung 
Cyclin-abhängiger Kinasen sowie der G1/S-Phasen-Progression ist ein direkter Effekt von 
Bcr-Abl, wie mit einem Dexamethason-induzierbarem System in 32D-Zellen gezeigt wurde 
(Cortez et al., 1997). Bei Entzug von Wachstumsfaktoren erhält Bcr-Abl die Progression des 
Zellzyklus in primären CML-Patienten Zellen aufrecht (Jonuleit et al., 1998). Bcr-Abl 
vermittelt auch das Wachstumsfaktor-unabhängige Eintreten von 32D und BaF/B3 Zellen in 
den Zellzyklus und ermöglicht das Durchlaufen des Zellzyklus ohne Wachstumsfaktoren, 
während untransformierte 32D und BaF/B3 Zellen ohne Wachstumsfaktoren in der G1/S-
Phase des Zellzyklus arretieren und schließlich in Apoptose gehen (Parada et al., 2001). Der 
Grund für die Aufrechterhaltung des Zellzyklus unter Wachstumsfaktorentzug ist, dass Bcr-
Abl in Abwesenheit von IL-3 in 32D und BaF/B3 Zellen die CyclinD-Expression 
hochreguliert. (Parada et al., 2001). Damit induziert Bcr-Abl die Wachstumsfaktor-
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unabhängige Aktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen CDK4 und 6. Es wurde gezeigt, 
dass die konstitutive Aktivierung des CyclinD-Signalwegs Wachstumsfaktor-abhängige 
Proliferation von Zellen aufhebt und dadurch zur onkogenen Transformation beiträgt (Sherr, 
1996). Weitere G1-Cycline werden durch Bcr-Abl jedoch anscheinend nicht beeinflusst. 
Parallel dazu wird in 32D-Zellen und BaF/B3 Zellen der Zellzyklus-Inhibitor p27 
herunterreguliert (Gesbert et al., 2000; Jonuleit et al., 2000). Dies soll auf einen gesteigerten 
Abbau von p27 zurückzuführen sein und korreliert außerdem mit der Aktivierung des PI3-
Kinase/Akt-Signalwegs.  
Die Aktivität der PI3-Kinase kann durch Bcr-Abl reguliert werden und ist für das Wachstum 
Ph-positiver Zellen notwendig (Skorski et al., 1995). Der STAT-Weg ist ein weiterer 
Signalweg, der in hämatopoetischen Zellen durch Bcr-Abl aktiviert wird (Ilaria und Van 
Etten, 1996) und für das Überleben und Wachstum von K562-Zellen, 32DBcr-Ablwt oder 
Ba/F3Bcr-Ablwt in Wachstumsfaktor-freien Kulturbedingungen nötig ist (de Groot et al., 1999). 
Über STAT5 wird dabei auch die CyclinD Expression erhöht (de Groot et al., 2000).  
Insgesamt scheint Bcr-Abl also einen sowohl indirekten als auch direkten Einfluss auf die 
Zellproliferation und den Zellzyklus zu nehmen. Bcr-Abl aktiviert unabhängig von 
Wachstumsfaktoren mitogene Signalwege in der Zelle und macht so die Zelle unabhängig von 
internen und externen Kontrollen. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass sekundäre und 
tertiäre Mutationen notwendig sind, um die Proliferations-fördernde Qualität von Bcr-Abl 
komplett freizusetzen. 
 
1.2.2  Der Einfluss von Bcr-Abl auf die Differenzierung hämatopoetischer Zellen 
 
Der Einfluss von Bcr-Abl auf die Differenzierung hämatopoetischer Zellen hängt im 
wesentlichen vom Phänotyp der Leukämie und vom Differenzierungszustand der Zellen ab: 
Bcr-Abl kann die Differenzierung hämatopoetischer Zellen sowohl antreiben als auch 
blockieren. Mittels einer regulierten Expression von Bcr-Abl in embryonalen Stammzellen 
wurde gezeigt, dass Bcr-Abl die Entwicklung myeloischer Zellreihen gegenüber der 
erythropoetischer Zellen begünstigt. Dies deutet auf eine Tendenz hämatopoetischer 
Stammzellen zur Differenzierung in Richtung Myelopoese in Gegenwart von Bcr-Abl hin 
(Era und Witte, 2000).  
Im Gegensatz dazu blockiert Bcr-Abl in der myeloischen Zellinie 32D die Differenzierung. 
Diese Zellen können normalerweise unter Zugabe von G-CSF zu neutrophilen Granulozyten 
ausdifferenzieren. Der durch Bcr-Abl verursachte Differenzierungsstop konnte mit einer 
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Dysregulation der hämatopoetischen Transkriptionsfaktoren C/EBPα und ε und des C/EBP 
Rezeptors korreliert werden (Schuster et al., 2003). Durch Inkubation mit dem Bcr-Abl-
Kinase-Inhibitor STI571 konnte die Hochregulation der Transkriptionsfaktoren und das 
physiologische Differenzierungsverhalten wieder hergestellt werden. Diese Beobachtung 
belegt, dass Bcr-Abl direkt zu dem beschriebenen Differenzierungsblock beiträgt.  
 
1.2.3  Der Einfluss von Bcr-Abl auf die Apoptose 
 
Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass Bcr-Abl in die Abläufe des programmierten 
Zelltods (Apoptose) eingreift und so das Überleben hämatopoetischer Zellen verlängert. 
Hierfür spricht auch die Tatsache, dass die Expression von Bcr-Abl in hämatopoetischen 
Zellinien zum Wachstumsfaktor-unabhängigen Überleben der Zellen führt, während 
untransformierte Zellen sterben (Cortez et al., 1995; Kabarowski et al., 1994). Darüber hinaus 
zeigen Bcr-Abl positive Zellen eine erhöhte Resistenz gegenüber DNA-schädigenden und 
pro-apoptotischen Stimuli, wie UV-Strahlung, ionisierende Strahlung oder Zytostatika (Bedi 
et al., 1994). Es wurde gezeigt, dass auch eine hochdosierte Chemotherapie in Verbindung mit 
Stammzell-Transplantation in den meisten Patienten nicht zu einer Eliminierung der 
Krankheit führt (Gale et al., 1994). Diese klinischen Studien zeigen zusätzlich zu 
grundlegenden Daten, dass Bcr-Abl positive Zellen resistent sind gegen Apoptose, die durch 
Chemotherapeutika ausgelöst wird. Ein weiterer Beleg für den Bcr-Abl abhängige Schutz vor 
Apoptose durch DNA-schädigende Substanzen wurde in Wachstumsfaktor-abhängigen Zellen 
gezeigt: Der Apoptoseschutz war hier von der Menge an exprimiertem Bcr-Abl abhängig 
(Cambier et al., 1998).  
Das wachsende Wissen um die molekularen Abläufe während der Apoptose hat zu einem 
besseren Verständnis der Wirkung von Bcr-Abl auf das Überleben hämatopoetischer Zellen 
beigetragen. Interessanterweise werden die anti-apoptotischen Effekte durch unterschiedliche 
Signalwege vermittelt. Bcr-Abl stimuliert zahlreiche Signalmoleküle wie Ras, PI-3K/Akt und 
STAT5. Diese Signalwege können sowohl für Wachstumsfaktor-unabhängige Proliferation 
als auch anti-apoptotische Mechanismen wichtig sein.  
Bcr-Abl schützt vor programmiertem Zelltod und Apoptose-induzierenden Medikamenten 
durch verschiedene Mechanismen: Bcr-Abl positive Zellen können DNA-Schäden schneller 
reparieren als andere Zellen. Sie aktivieren Zellzyklus-Kontrollpunkte durch DNA-Schäden 
effektiver und erlauben so mehr Zeit für diese Reparaturmechanismen. Außerdem aktiviert  
Bcr-Abl direkt Mechanismen, die vor pro-apoptotischen Signalwegen schützen, wie sie zum 
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Beispiel durch DNA-schädigende Agenzien oder andere zytotoxische Agenzien, die an der 
Zellteilung angreifen, ausgelöst werden (Skorski, 2002). 
 
Einer der effektivsten anti-apoptotischen Mechanismen ist die Regulation der Proteine der 
Bcl-2 Familie durch Bcr-Abl. Dadurch kann Bcr-Abl direkt apoptotische Signalwege 
hemmen. Bcr-Abl induziert einen Block der Apoptose als Antwort auf eine Reihe 
zytotoxischer Agenzien (Amarante-Mendes et al., 1998). Zum einen erhöht Bcr-Abl die 
Expression von anti-apoptotischem Bcl-xL (Amarante-Mendes et al., 1998), zum anderen 
induziert es die Phosphorylierung und somit die Inaktivierung des pro-apoptotischen Proteins 
Bad (Neshat et al., 2000). In CD34-positiven CML-Patienten kann ein Bcr-Abl-Kinase-
Inhibitor die Expression von Bcl-xL vermindern (Horita et al., 2000). Die Induktion von Bcl-
xL wird über die Aktivierung des STAT-5-Signalwegs vermittelt (de Groot et al., 2000; 
Gesbert and Griffin, 2000). Die anti-apoptotische Bedeutung des STAT5-Signalwegs zeigt 
sich auch dadurch, dass die Expression von dominant-negativem STAT5 das Überleben und 
Wachstum von K562-Zellen, 32DBcr-Ablwt oder Ba/F3Bcr-Ablwt gegenüber Strahlung und 
Zytostatika reduziert (Sillaber et al., 2000). Die Phosphorylierung von Bad erfolgt zum einen 
über den PI3-Kinase/Akt-Signalweg, zum anderen aber auch über einen Ras/Raf-abhängigen 
Signalweg (Neshat et al., 2000). Zusätzlich führt der Akt-Kinase-Weg zur Inhibition von 
Procaspase-9 (Cardone et al., 1998). Während die Rolle von Bcl-xL und Bad in der durch 
Bcr-Abl induzierten Apoptose-Resistenz weitgehend gesichert ist, ist die Beteiligung des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 umstritten (Sanchez-Garcia and Grutz, 1995; Sanchez-Garcia 
and Martin-Zanca, 1997; Amarante-Mendes et al., 1998a). 
 
Neben der Hemmung apoptotischer Signalwege scheint es noch einen weiteren Mechanismus 
zu geben, der das Überleben Bcr-Abl positiver Zellen beeinflusst. Obwohl die Anzahl an 
DNA-Schäden in Bcr-Abl transformierten Zellen höher ist als in untransformierten, können 
diese DNA-Schäden schneller reparieren (Slupianek et al., 2002). Nach Exposition speziell 
gegenüber DNA-schädigender Stimuli (Zytostatika, Strahlung) führt Bcr-Abl zur Induktion 
eines verlängerten G2-Zellzyklusarrests (Bedi et al., 1995; Nishii et al., 1996). Diese 
Verlängerung des G2/M-Kontrollpunkts könnte Bcr-Abl-positiven Zellen erlauben, DNA-
Schäden, die durch genotoxische Substanzen oder Strahlung während der S-Phase verursacht 
wurden, zu beheben. Dadurch könnte der Zelltod, verursacht durch stark beschädigte DNA, 
umgangen werden. Es wurde gezeigt, dass dieser Mechanismus von der Bcr-Abl Aktivität und 
vom STAT5 Signalweg abhängig ist (Slupianek et al., 2001). Ein detaillierter Mechanismus 
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hierfür ist jedoch noch nicht bekannt (zusammengefasst in Skorski, 2002). 
 
1.2.4  Bcr-Abl vermittelt Resistenz gegen Medikament-induzierte Apoptose 
 
Die beschriebene anti-apoptotische Aktivität von Bcr-Abl führt dazu, dass Bcr-Abl-
exprimierende Zellen relativ resistent sind gegen chemotherapeutische Medikamente wie 
Etoposid und Taxol. Die Rolle von Bcr-Abl in der Vermittlung von Resistenzen wurde dabei 
durch die Verwendung von Antisense-RNA demonstriert. Dabei führte die Expression von 
Antisense-RNA in der CML-Zellinie K562 zu einer verminderten Expression von Bcr-Abl 
und das führte zur Erhöhung der Sensitivität  gegen verschiedene Apoptose induzierende 
Substanzen, wie zum Beispiel Etoposid, Cycloheximid, Actinomycin D, Camptothecin 
(McGahon et al., 1994). Diese Experimente wurden bestätigt durch ähnliche Strategien in 
CML-Patienten-Zellen, Mäusen und in 32D-Zellen (Bedi et al., 1994; Skorski et al., 1997). 
Interessanterweise nimmt die Resistenz von Zellen gegen apoptotische Stimuli mit 
zunehmendem Expressionslevel von Bcr-Abl zu (Cambier et al., 1998) 
 
 
1.3  Therapie Bcr-Abl positiver Leukämien 
 
1.3.1  Konventionelle Therapieansätze bei CML und ALL 
 
Die konventionellen Therapieformen bei Bcr-Abl-positiven Leukämien sind der Einsatz 
verschiedener Chemotherapeutika (Hydroxyharnstoff, Cytosinarabinosid) und die allogene 
Knochenmarkstransplantation (KMT) mit möglichst weitgehend HLA-kompatiblem 
Knochenmark. Außerdem wird bei der CML Interferon-α eingesetzt. Für den Patienten ist 
jede der konventionellen Therapien problematisch. Eine KMT ist mit hoher Toxizität 
verbunden. Sie wird deshalb vor allem bei jüngeren Patienten (<50 Jahre) durchgeführt. Die 
Verwendung von Chemotherapeutika und Interferon-α kann die CML nicht dauerhaft heilen 
und ist mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Bei der ALL wird wegen der schlechten 
Ansprech- und Remissionsraten der Chemotherapie möglichst nur die allogene KMT 
durchgeführt. 
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1.3.2  Der Tyrosinkinase-Inhibitor STI571 
 
Eine neue und innovative Therapiemöglichkeit stellen die sogenannten „small molecule 
drugs“ dar. Das sind niedermolekulare Substanzen, die ein für die Krankheit relevantes 
Protein blockieren. Sie stellen also ein Mechanismus-basiertes Medikament dar. Ein solches 
Medikament ist STI571 (Imatinib, CGP57148, Gleevec®). STI571 ist ein Tyrosinkinase-
Inhibitor, der die ATP-Bindestelle der Abl-Tyrosinkinase im Bcr-Abl Fusionsprotein 
kompetitiv blockiert und dadurch die Bcr-Abl-Aktivität inhibiert. Es ist ein 
Phenylaminopyrimidin-Derivat und blockiert außer Bcr-Abl auch Stammzellfaktor-Rezeptor-
Kinase (c-Kit) und PDGF-Rezeptor-Kinase. 1996 wurde von Druker und Kollegen im 
Tiermodell die therapeutische Wirksamkeit von STI571 gezeigt. 
In Zellkultur-Experimenten sowie an Patientenmaterial konnte gezeigt werden, dass STI571 
tatsächlich das Überleben Bcr-Abl-positiver, nicht aber negativer Zellen hemmt (Carroll et al., 
1997; Deininger et al., 1997; Druker et al., 1996). Langzeit-Kulturen von Knochenmark, die 
mit STI571 in vitro kultiviert wurden, zeigten eine reduzierte Anzahl an CML-
Vorläuferzellen, aber nur wenig Toxizität auf normalen Zellen (Kasper et al., 1999). 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass STI571 auch in einem Mausmodell die Expansion 
humaner Ph-positiver Zellinien vermindert (le Coutre et al., 1999). Auch in der Klinik ist 
STI571 inzwischen als Therapiemöglichkeit bei Ph-positiven Leukämien etabliert. Zahlreiche 
klinische Studien konnten die Wirksamkeit des Inhibitors belegen. Bei CML-Patienten in der 
späteren chronischen Phase führte STI571 in 98% der Fälle zu einer hämatologischen 
Remission mit Normalisierung des peripheren Blutbildes. Diese Remissionen waren unter 
kontinuierlicher Verabreichung von STI571 stabil (Druker et al., 2001). Weniger 
erfolgversprechend sind die Ergebnisse der Studien bei CML-Patienten in der Blastenkrise 
oder bei Ph-positiven B-ALL-Patienten. Diese Patienten sprachen meist ebenfalls gut auf 
STI571 an, jedoch war dieser Effekt im Patienten nicht stabil (Druker et al., 2001). In einer 
Phase-I-Studie entwickelten über 90% der Patienten mit Ph-positiver B-ALL und 82% der 
Patienten in der Blastenkrise ein Rezidiv; die Leukämie wurde gegenüber STI571 resistent. 
 
1.3.3  Mechanismen der Resistenz gegen STI571 
 
Es gibt zwei Mechanismen der Resistenz-Entstehung bei kontinuierlicher STI571-Therapie. 
Zum einen kann eine Resistenz durch eine Reaktivierung der Abl-Kinase in Bcr-Abl 
verursacht werden. Eine solche Reaktivierung kann durch Punktmutationen in Bcr-Abl an 
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einer für die STI571-Bindung wichtigen Position erfolgen. Eine weitere Möglichkeit ist die 
Amplifikation oder die Überexpression des Bcr-Abl Gens. Der damit verbundene Anstieg von 
Kinase-Aktivität kann so von STI571 nicht mehr ausreichend blockiert werden (le Coutre et 
al., 2000). Eine Reaktivierung der Abl-Kinase kann auch Bcr-Abl unabhängig erfolgen, zum 
Beispiel durch die Überexpression des MDR-Gens („multiple drug resistance“) und dem 
aktiven Transport des Inhibitors aus der Zelle (Mahon et al., 2000). 
In STI571-resistenten Patienten wurde eine Punktmutation gefunden, die im Bcr-Abl Protein 
an der Position 315 ein Isoleucin statt eines Threonins aufwies und dadurch die Bindung des 
Inhibitors verhindert (Gorre et al., 2001). Auch durch in vitro Mutation von Bcr-Abl an dieser 
Stelle und anschließender Expression in 32D-Zellen wurde gezeigt, das die Mutation T315I in 
Bcr-Abl resistent ist gegen die Inhibition durch STI571 und immer noch Wildtyp-Kinase-
Aktivität besitzt (Warmuth, 2002). Inzwischen wurden zahlreiche weitere Punktmutationen in 
Patienten gefunden, welche die Bindung von STI571 an Bcr-Abl negativ beeinflussen 
(Roumiantsev et al., 2002; Shah et al., 2002; von Bubnoff et al., 2002). Am häufigsten sind 
die Aminosäuren an den Positionen 253, 255, 315 und 351 betroffen. Auch eine 
Amplifikation des Bcr-Abl Gens wurde in STI571-resistenten Patienten gefunden (Gorre et 
al., 2001).  
Die zweite Möglichkeit, eine Resistenz gegenüber STI571 zu entwickeln, besteht in dem 
Auftreten von sekundären Mutationen. Bcr-Abl greift in eine Vielzahl von Signalkaskaden 
ein, die das Überleben der Zelle oder das Fortschreiten des Zellzyklus positiv beeinflussen. 
Durch sekundäre Mutationen könnten Proteine aus diesen Signalwegen in die Lage versetzt 
werden, die transformierende Funktion von Bcr-Abl zu übernehmen. Das häufige Auftreten 
von Mutationen und daraus resultierenden Resistenzen, vor allem in der Blastenkrise und in 
der B-ALL, wird oft mit einer besonderen genomischen Instabilität bei Ph-positiven Patienten 
erklärt. Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass in einem Mausmodell die Expression von 
Bcr-Abl eine genetische Instabilität induziert (Salloukh and Laneuville, 2000). Eine mögliche 
Erklärung dafür könnte in der negativen Regulierung von DNA-Reparaturproteinen liegen, 
wie den PKCs („DNA-dependent protein kinases“) (Deutsch et al., 2001). 
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1.4 p21Waf1/Cip1: Ein multifunktionelles Protein 
 
Krebs entwickelt sich, wenn in einer Zelle die Balance zwischen Proliferation und Zelltod 
gestört wird. Ein Protein, das beide Vorgänge in der gesunden Zelle und darüber hinaus die 
Differenzierung kontrollieren kann, ist p21Waf1/Cip1 (p21). p21 ist einerseits ein Inhibitor der 
Proliferation und inhibiert Cyclin/CDK Komplexe und damit die Zellzyklusprogression (Sherr 
et al., 1995). Es sollte also eine Rolle in der Prävention gegen Tumoren spielen. Andererseits 
haben viele neuere Arbeiten gezeigt, dass p21 auch als Inhibitor der Apoptose fungiert (Gartel 
et al., 2002). Dadurch kann p21 zum Überleben transformierter Zellen beitragen. Im 









Abbildung 3: Biologische Funktionen von p21 (nach Dotto, 2000) p21 kann den Zellzyklus und die 
Proliferation, die Apoptose und die Differenzierung von Zellen sowohl inhibieren als auch aktivieren. 
 
 
1.4.1  Die molekulare Anatomie von p21 
 
Wie der Name des Proteins bereits andeutet, ist p21 ein Protein mit dem Molekulargewicht 
von 21kDa. p21 wurde von zwei Arbeitsgruppen zur etwa gleichen Zeit in unterschiedlichen 
funktionalen Assays entdeckt: als Inhibitor der Aktivität von Cyclin-abhängigen Kinasen 
(CDKs, „Cyclin-dependent kinase“), an die es direkt binden kann (Cip1, „CDK-interacting 
protein 1“) (Harper et al., 1993) und als ein Vermittler des durch p53 induzierten 
Wachstumsarrests (WAF1, „wild-type p53-activated fragment“) (El-Deiry et al., 1993). p21 
gehört zur Familie der Cip/Kip Familie der Cyclin-abhängigen Kinase-Inhibitoren (CDKI, 
Cyclin-dependent kinase inhibitor), die aus den Proteinen p21Cip1/Waf1, p27Kip1 und p57Kip2 
besteht. Die Cip/Kip Familie weist eine signifikante Sequenzhomologie in ihrem N-
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des gesamten Zellzyklus (Sherr und Roberts, 1999). Die verschiedenen CDKIs unterscheiden 
sich jedoch deutlich in ihren C-Termini. Die Cip/Kip Familie an CDKIs wird im übrigen 
sowohl in der Sequenz als auch Funktion unterschieden von der Ink4A Familie an CDKIs (z. 
B. p16), die sehr spezifisch einen einzigen Cyclin/CDK Komplex in der G1 Phase des 
Zellzyklus inhibiert.  
Im Wesentlichen besteht p21 aus einer N-terminalen und einer C-terminalen Domäne. Diese 
Domänen dienen der Bindung an verschiedenste Proteine: Cycline, CDKs, 
Transkriptionsfaktoren, DNA-Synthese-Initiatoren (PCNA), Proteinkinasen, Caspasen und 
andere (Dotto, 2000). p21 hat komplexe Funktionen in der Zelle, die es durch Bindung an 
diese Proteine ausübt. p21 reguliert Kinasen, Transkriptionsfaktoren und andere Proteine in 
ihrer Aktivität und Komplexbildung mit weiteren Molekülen und hat dabei größtenteils eine 
inhibitorische Funktion. p21 funktioniert damit als ein Netzwerkmolekül, dessen Aktivität vor 
allem über seinen Expressionsstatus in der Zelle reguliert wird, aber auch durch seine 
Lokalisation und den Phosphorylierungszustand.  
 
1.4.2  Die Rolle von p21 in der Proliferation und im Zellzyklus 
 
Die „klassische Rolle“ von p21 im Zellzyklus ist die eines CDK-Inhibitors (Niculescu et al., 
1998; Sherr et al., 1995). Als Wachstumsinhibitor und CDK-Inhibitor wurde es auch in zwei 
unterschiedlichen zellulären Assays erstmals entdeckt und isoliert (Harper et al., 1993; El-
Deiry et al., 1993). Die Überexpression von p21 führt zu G1- und S-Phase Arrest in der Zelle 
(Niculescu et al., 1998, Ogryzko et al., 1997). Dabei kann p21 mit allen Cyclin/CDK-
Komplexen interagieren, ihre Kinase-Aktivität inhibieren und so den Zellzyklus und die 
Proliferation verlangsamen oder inhibieren. Jedoch hat p21 eine duale Rolle im Zellzyklus 
und bildet damit eine Ausnahme unter den CDKIs. Abhängig von seinem Expressionslevel in 
der Zelle kann es Cyclin/CDK-Komplexe sowohl inhibieren, als auch die Bildung von aktiven 
Cyclin/CDK4/6-Komplexen fördern und stabilisieren. Dadurch kann p21 den Zellzyklus 
vorantreiben (Sherr und Roberts, 1999) und die Proliferation aktivieren. p21 kann somit nicht 
nur zur Aktivierung des initialen CyclinD/CDK4- und CyclinD/CDK6-Komplexes beitragen, 
sondern auch CyclinE/CDK2-Komplexe aktivieren, da die CyclinD/CDK4/6-Komplexe 
inhibitorisches p21 entzieht. p21 interagiert direkt mit Cyclinen durch konservierte Regionen 
in seinem N- und C-Terminus. Außerdem besitzt es eine CDK2-Bindestelle am N-Terminus. 
Ein weiteres Zielmolekül über das p21 den Zellzyklus regulieren kann ist das „Proliferating 
Nuclear Antigen“ (PCNA), einer Untereinheit der DNA-Polymerase δ. PCNA verankert die 
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DNA-Polymerase mit der DNA und ist unbedingt nötig für die DNA-Synthese in der S-Phase. 
Durch die direkte Bindung des C-Terminus von p21 an PCNA kann p21 die DNA-Synthese 
durch die DNA-Polymerase δ inhibieren und dadurch die S-Phase des Zellzyklus blockieren 
oder verlangsamen (Waga et al., 1994; Flores-Rozas et al., 1994). Interessanterweise wurde in 
Endothelzellen beobachtet, dass die Bindung von p21 an PCNA durch Phosphorylierung von 
p21 am Threonin 145 inhibiert wird. Die Phosphorylierung erfolgt durch die Akt-Kinase 
(Rössig et al., 2001). Dadurch trägt Akt zur Progression der DNA-Synthese und der 
Proliferation bei. Auch in Glioblastom-Zellinien wurde gezeigt, dass Akt p21 am Threonin 
145 phosphoryliert und so die PCNA Bindung inhibiert. Außerdem scheint Akt auf diese 
Weise auch die Assemblierung von CyclinD1/CDK4-Komplexen zu fördern (Li et al., 2002) 
und den Zellzyklus voranzutreiben. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die klassische Rolle von p21 die eines 
Proliferationsinhibitors ist. Jedoch kann p21 abhängig vom zellulären Kontext auch 
proliferationsfördernde Aktivität besitzen.  
 
1.4.3  Die Funktion von p21 für das Überleben der Zelle und die Apoptose-Resistenz 
 
Eine Vielzahl an Publikationen zeigt, dass p21 nicht nur ein Proliferationsinhibitor ist, 
sondern auch ein Inhibitor der Apoptose. p21 wirkt als negativer Regulator der Apoptose über 
einen entweder p53-abhängigen oder p53-unabhängigen Mechanismus. Während die 
Mechanismen der p53-induzierten Apoptose noch nicht vollständig verstanden sind, ist 
gezeigt, dass der p53-abhängige Zellzyklusarrest zum Schutz vor Strahlung und 
Chemotherapie vor allem über p21 kontrolliert wird. Oft vermittelt dabei ein hohes 
Expressionslevel von p21 einen Zellzyklusarrest und damit einen Schutz vor p53-abhängiger 
Apoptose (zusammengefasst in Gartel und Tyner, 2002).  
Interessanterweise inhibiert p21 auch die Apoptose, die p53-unabhängig vermittelt wird. Die 
Mechanismen der anti-apoptotischen Funktion von p21 sind hierfür noch nicht vollständig 
verstanden, beruhen aber anscheinend nicht auf seiner Funktion als Zellzyklusinhibitor. Die 
anti-apoptotische Funktion von p21 ist jedoch in zahlreichen Zellkultursystemen gezeigt 
worden (zusammengefasst in Gartel und Tyner, 2002). Hierbei ist besonders auffällig, dass 
ein hohes Expressionslevel an p21 in HER-2/neu-exprimierenden Brustkrebs-Zellinien vor 
Taxol-induzierter Apoptose schützt. Taxol ist ein Chemotherapeutikum, das über die 
Inhibition der Tubulin-Polymerisation wirkt. Der resultierende Block im Abbau der 
mitotischen Spindel führt zu programmiertem Zelltod (Horwitz, 1992; Linke, 1996). Die 
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Überexpression von HER-2/neu in Brustkrebs-Zellinien induziert direkt eine transkriptionelle 
Aktivierung von p21. Zusätzlich wird p21 auf Proteinebene stabilisiert, indem es durch Akt 
am Serin 146 phosphoryliert wird (Zhou et al., 2001). Der Beweis, dass p21 die Zellen vor 
Taxol-induzierter Apoptose schützt, wurde durch Inaktivierung der p21-Expression mit p21-
Antisense-RNA erbracht: durch eine Antisense-RNA gegen p21 wurden die Zellen wieder 
sensibel gegen Taxol-induzierte Apoptose (Yu et al., 1998). Auch in Glioblastom-Zellen 
wurde gezeigt, dass eine erhöhte p21-Expression den Schutz vor Taxol-induzierter Apoptose 
vermittelt (Li et al., 2002).  
In einigen Fällen korreliert die zytoplasmatische Lokalisation von p21, das sowohl im Kern 
als auch im Zytoplasma lokalisiert sein kann, mit der anti-apoptotischen Funktion von p21 in 
Tumorzellen gegen Taxol (Zhou et al., 2001). In diesem Fall wird eine Änderung der 
nukleären Lokalisation in eine zusätzlich zytoplasmatische durch Phosphorylierung von p21 
durch überaktives Akt vermittelt. Ähnliche anti-apoptotische Effekte in Korrelation mit der 
zytoplasmatischen Lokalisation von p21 wurden im Zusammenhang mit dem Schutz vor 
Apoptose während der Differenzierung von Monozyten beobachtet, wobei hier keine 
Beteiligung der Akt-Kinase beschrieben wurde (Asada et al., 1999). 
In einer Vielzahl weiterer Zellinien wurde die anti-apoptotische Wirkung von p21 gezeigt. 
Dabei vermittelt p21 nicht nur Schutz vor Apoptose durch Taxol sondern auch vor weiteren 
Chemotherapeutika wie Etoposid, BCNU, Cisplatin, Adriamycin und 1-ß-D-
Arabinofuranosylcytosine (zusammengefasst in Gartel und Tyner, 2002). Außerdem schützt 
p21 vor „zellulären“ apoptotischen Stimuli: TGF-ß-, TNFα- und Fas-Ligand-induzierte 
Apoptose (Xu und El-Deiry, 2000; Suzuki et al., 1998).  
 
Ein einheitlicher Mechanismus, durch den p21 die Zellen vor Apoptose schützt, ist noch nicht 
verstanden. Neuere Daten zeigen einen direkteren Mechanismus des p21-vermittelten 
Apoptoseschutzes: p21 bindet an Pro-Caspase-3 und verhindert dadurch die Spaltung und 
Aktivierung der Initiatorcaspase. Auch die Aktivierung von Caspase 8 wird durch 
Überexpression von p21 verhindert (Suzuki et al., 1999). Bei der Initiation von Apoptose 
spielt nicht nur die Aktivierung von Caspasen eine Rolle. Auch andere Signalkaskaden 
werden im Verlaufe der Apoptose in charakteristischem Muster aktiviert: p38 MAPK und 
SAPK (JNK), außerdem ASK1-Kinase. p21 kann die katalytische Aktivität dieser pro-
apoptotischen Kinasen inhibieren (Shim et al., 1996; Basu und Kolesnick, 1998).  
Auch wenn kein einheitlicher anti-apoptotischer Mechanismus für p21 bekannt ist, ist die 
anti-apoptotische Funktion von p21 sehr häufig mit einem erhöhten Expressionsniveau von 
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p21 verbunden und in manchen Fällen mit einer veränderten Lokalisierung von p21. In 
diesem Fall scheint die Überexpression von p21 eine Art Schutzschild gegen bereits aktivierte 
oder zu aktivierende apoptotische Mechanismen bereitzustellen. 
 
1.4.4  Die Rolle von p21 in der Differenzierung der Zelle 
 
Neben der Kontrolle der Proliferation und Apoptose zeigt sich auch eine unerwartet komplexe 
Rolle von p21 bei der Regulation der Differenzierung von Zellen ( Dotto et al., 2000), so dass 
hier nur im Überblick darauf eingegangen werden kann. Es wurde gezeigt, dass das 
Expressionsniveau von p21 die Differenzierung von verschiedenen Zelltypen beeinflusst. Die 
Rolle von p21 scheint abhängig vom Zelltyp zu sein. Die p21-Expression kann sowohl die 
Differenzierung inhibieren als auch induzieren. Besonders interessant für diese Arbeit ist die 
Bedeutung von p21 in der Entwicklung des hämatopoetischen Systems. Die p21-Expression 
ist wichtig für die Aufrechterhaltung des Ruhestadiums und der Erneuerung des 
Stammzellpools in Mäusen (Cheng et al., 2000). Bei Transplantationsexperimenten mit p21-/- 
Mäusen kommt es zu einer Erschöpfung des Stammzellpools als Folge einer verminderten 
Selbsterneuerung. Dennoch entwickeln sich  p21-/- Mäusen (ohne Transplantationsversuche) 
und ihr hämatopoetisches System normal. Im Verlaufe der Differenzierung in der 
Hämatopoese wird in Übereinstimmung mit Cheng et al.  p21 herunterreguliert (Steinman, 
2002). Nur in undifferenzierten Zellen ist die p21-Expression erhöht. Interessanterweise wird 
p27 im Zuge der Differenzierung von hämatopoetischen Zellen genau entgegengesetzt 
reguliert: In Stammzellen wird p27 nur gering exprimiert, während seine Expression in 
differenzierten Zellen erhöht ist. Auf mögliche Mechanismen der Beeinflussung der 
Differenzierung durch p21 soll hier nicht im Detail eingegangen werden. Interessant ist, dass 
p21 mit C/EBPα interagieren kann, einem Transkriptionsfaktor, der besonders für die 
Differenzierung im hämatopoetischen System wichtig ist.  
 
1.4.5  Die Regulation der Funktion von p21 
 
Die komplexe Funktion von p21 wird wesentlich über dessen Expressionsstatus reguliert. Die 
Expression von p21 wird auf zwei Ebenen reguliert. Zum einen über die Transkription, zum 
anderen über die Proteinstabilität. Es ist bereits gut untersucht, dass p21 ein Zielgen von p53 
ist, das im Promoterbereich von p21 zwei konservierte Bindestellen besitzt und seine 
Expression hochreguliert (Bargonetti und Manfredi, 2002; El-Deiry, 1998). Zusätzlich dazu 
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gibt es eine Vielzahl von p53-unabhängigen Wegen, über welche die p21-Transkription 
aktiviert wird. Dabei spielen zahlreiche Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle wie zum 
Beispiel Sp1, STATs, C/EBPα und C/EBPß (zusammengefasst in Gartel und Tyner, 1999). 
Interessant dabei ist, dass Signalwege, die von Onkogenen aktiviert werden, an der Regulation 
der p21-Expression beteiligt sind. Zum Beispiel wird der STAT-Signalweg durch Bcr-Abl 
aktiviert. Zudem kann die p21-Expression auf posttranskriptionellem Niveau reguliert 
werden. Dabei spielen Ubiquitin-abhängige und -unabhängige Mechanismen des Proteasom-
abhängigen Proteinabbaus eine Rolle (Maki et al., 1997). Die Proteinstabilität von p21 kann 
über seinen Phosphorylierungszustand reguliert werden: p21 wird durch die Akt-Kinase am 
Serin 146 phosphoryliert. Dies erhöht seine Proteinstabilität, wie in 293E Zellen gezeigt 
wurde ( Li et al., 2002). Weiterhin wird die Funktion von p21 über seine Phosphorylierung 
am Threonin 145 reguliert. Dies verhindert die Bindung von p21 an PCNA und aktiviert 
damit die DNA-Synthese (Rössig et al., 2002). Zusätzlich vermindert dieser 
Phosphorylierungsstatus die CDK2-inhibitorsiche Aktivität von p21, indem die Bindung von 
p21 an diese Cyclin-abhängige Kinase reduziert wird. Somit wird durch die Phosphorylierung 
von p21 am Threonin 145 die Proliferation positiv reguliert.  
Die Funktion von p21 wird außerdem über seine zelluläre Lokalisation definiert. Die nukleäre 
Lokalisation von p21 korreliert mit einer Zellzyklus-regulatorischen Funktion von p21 
(LaBaer et al., 1997). Dagegen ist die zusätzliche zytoplasmatische Lokalisation von p21 in 
einigen Publikationen mit dem Schutz der Zellen vor Apoptose verbunden (Asada et al., 1999; 
Zhou et al., 2001). In manchen Fällen korreliert die Phosphorylierung von p21 am Threonin 
145 mit der zytoplasmatischen Lokalisation (Zhou et al., 2001). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Funktion von p21 in der Proliferation und 
der Apoptose anscheinend vor allem über sein Expressionsniveau und die Lokalisation in der 
Zelle reguliert wird. Die Beeinflussung beider Vorgänge durch den Phosphorylierungszustand 
von p21 erhöht die Komplexität der Regulation der p21-Funktion. 
 
1.4.6  Die Rolle von p21 in der Tumorentstehung: Tumorsuppressor oder Onkogen? 
 
Die Beteiligung von p21 an der Karzinogenese wurde unter anderem in p21-/- Mäusen 
untersucht. p21-/- Mäuse entwickeln früher spontane Tumoren als normale Mäuse (Martin-
Caballero et al., 2001). Die Tumoren in p21-/- Mäusen waren dabei interessanterweise 
hauptsächlich hämatopoetischen oder epithelialen Ursprungs, entstanden also aus Geweben, 
die sich schnell teilen und undifferenzierte Zellen enthalten. Dies demonstriert die Funktion 
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von p21 als Zellzyklus- und Proliferationsinhibitor und somit als Tumorsuppressor. Dennoch 
muss betont werden, dass p21 ein bei weitem weniger potenter Tumorsuppressor ist als p53, 
da p53-„Knockout“-Mäuse wesentlich anfälliger für Tumoren sind (Martin-Caballero et al., 
2001). Dass p21 ein vergleichsweise schwacher Tumorsuppressor ist, zeigt sich auch darin, 
dass sowohl p16 als auch p53 weitaus häufiger in menschlichen Tumoren mutiert sind, als 
p21. Dennoch wurde gezeigt, dass p21 im Schutz gegen Tumorprogression synergistisch 
wirkt mit Rb und INK4A/ARF (Brugarolas et al., 1998; Paramio et al., 2001). Zudem sind 
p21-/- Mäuse nicht nur anfälliger für spontane sondern auch für chemisch induzierte Tumoren 
speziell in der Haut (Philipp et al., 1999). Das kann auf die Eigenschaft von p21 
zurückgeführt werden, durch Kontrolle des Zellzyklus und der DNA-Reparatur die 
genomische Stabilität zu erhalten. Diese Beobachtungen und die Tatsache, das p21 ein 
Inhibitor der Proliferation ist, sprechen dafür, dass p21 als Tumorsuppressor agiert. 
Dagegen spricht, dass der p21 Knockout die Entwicklung von strahlungsinduzierten Tumoren 
in Mäusen reduziert (Martin-Caballero et al., 2001). Außerdem zeigt sich in Tumor-Modellen, 
dass die klar demonstrierte anti-apoptotische Aktivität von p21 diesem ein Potential als 
Onkoprotein verleiht (Gartel und Tyner, 2002; Roninson, 2002). p21 schützt Zellen vor 
Chemotherapie-induzierter Apoptose und ermöglicht so die Progression von Tumoren.  
Die Erklärung für die unterschiedliche Auswirkung von p21 auf die Tumorentstehung in 
Mäusen ist, dass p21 sowohl Eigenschaften eines Tumorsuppressors, als auch eines Onkogens 
besitzt: Einerseits verleiht die negativ-proliferative Funktion p21 die Eigenschaften eines 
Tumorsuppressors, andererseits zeigen die bisher eindeutig identifizierten anti-apoptotischen 
Funktionen von p21, dass es ein Potential als Onkogen besitzt (Gartel und Tyner, 2002). Die 
unterschiedliche Ausprägung dieser gegensätzlichen Eigenschaften in verschiedenen 
Tiermodellen kann auf die multifunktionalen und konträren Eigenschaften von p21 
zurückgeführt werden. 
In CML-Zellen ist p21 in der Regel nicht mutiert (Iolascon et al., 1998). Untersuchungen zur 
Rolle von p21 in Bcr-Abl-positiven Leukämien gibt es jedoch bisher nicht. Da p21 in der 
Zelle vielfältige und antagonistische Funktionen hat, die abhängig sind vom zellulären 
Kontext und dem p21-Expressionsniveau, muss die Rolle von p21 für jeden 
Krankheitsmechanismus neu definiert werden. 
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2  Ziele der Arbeit 
 
 
Das Onkoprotein Bcr-Abl ist eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase, die in der Zelle 
Signalwege aktiviert, welche zu Wachstumsfaktor-unabhängiger Proliferation und Inhibition 
der Apoptose führen. Auf diese Weise induziert Bcr-Abl die chronische myeloische Leukämie 
und vermittelt außerdem Resistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika. Der genaue 
Mechanismus der Apoptose-Resistenz in Bcr-Abl positiven Zellen ist noch nicht vollkommen 
geklärt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Regulation der Proliferation aber auch des 
Überlebens der Bcr-Abl-transformierten Zelle weiter untersucht werden. Dazu sollte die 
biologische Funktion des Zellzyklusregulators p21, welcher sowohl die Proliferation als auch 
die Apoptose und die Stress-Antwort der Zelle reguliert, in der Bcr-Abl-transformierten Zelle 
untersucht werden.  
 
Da p21 vor allem über sein Expressionsniveau reguliert wird, sollte zunächst folgende 
Ausgangsfragestellung geklärt werden: 
 
1. Wird das Expressionsniveau des Zellzyklusregulators p21 von Bcr-Abl direkt beeinflusst? 
 
Da in dieser Arbeit gezeigt wird, dass die Expression von p21 durch Bcr-Abl positiv reguliert 
wird, stellt sich die Frage, warum ein potentieller Zellzyklusinhibitor in einer Bcr-Abl 
transformierten Zelle hochreguliert wird. Um die biologische Funktion von p21 in Bcr-Abl 
positiven Leukämien weiter zu untersuchen, sollten folgende weiterführende Fragestellungen 
beantwortet werden: 
 
2. Welche biologische Funktion hat der Zellzyklusregulator p21 in der Regulation der 
Proliferation von Bcr-Abl-positiven Zellen? Wird die Proliferation durch p21 positiv oder 
negativ reguliert? 
 
3. Beeinflusst p21 die Apoptose von Bcr-Abl transformierten Zellen? 
 
4. Beeinflusst p21 die STI571- und Taxol-induzierte Apoptose in Bcr-Abl positiven Zellen? 
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3  Material und Methoden 
 
 
3.1  Material 
 
3.1.1  Mausstämme 
 
Genotyp Beschreibung Stammname und 
Referenz 
p21 -/-  white-bellied agouti, enthält einen homozygoten 
„Knockout“ des p21 Waf1 Gens 
B6, 129-Cdkn1a; Jackson 
Laboratories, Bar 
Harbour, USA 




Bar Harbour, USA 
 
3.1.2  Zellinien 
 
Zellinie Beschreibung Referenz 
32D IL-3 abhängige, murine myeloische 
Knochenmarkszelline, kann in Granulozyten und 
Makrophagen differenzieren 
DMSZ Nr.: ACC411, 
Greenberger et al., 1983 
32Dp210 IL-3 unabhängige 32D Zellinie, exprimiert Bcr-Abl Schuster et al., 2003 
Wehi-3B murine myelomonozytische Leukämiezellinie, IL-3 
Produzent 
DMSZ Nr.: ACC 26,  
Warner et al., 1969 
Cos7 Nierenzellinie von grüner Meerkatze Gluzman Y., 1981 
293T humane Fibroblasten (Niere) mit large T Antigen 
transfiziert 
DMSZ Nr.: ACC305, 
Graham et al., 1977 
293tetoff humane Fibroblasten, exprimieren den Tet-
Transaktivator tTA  
BD Biosciences 
Clontech, Palo Alto USA




Zellinie Beschreibung Referenz 
NIH3T3 Maus-Fibroblasten DMSZ Nr.: ACC59, 
Anderson et al., 1969 
PA317inftTA „Producer“-Zellinie, produziert ecotrophen 
rekombinanten Retrovirus, der für tTA (tet 
Transaktivator) codiert 
Tim Schroeder, GSF, 
München 
 
3.1.3  Bakterienstämme 
 
E.coli XL-1 Blue (Stratagene, Heidelberg) 
 
3.1.4  Vektoren  
 
Vektor kodierte Proteine und Merkmale Referenz 




pcDNA3-p21 Expressionsplasmid für p21, 
Ampicillinresistenz, p21 wurde in die 
EcoRI-Schnittstelle der MCS eingefügt 
K. Forster, GSF, München 
pcDNA3-bcr-abl Expressionsvektor für Bcr-Abl, 
Ampicillin-Resistenz 
M. Warmuth, GSF, 
München 
pApuro  Expressionsvektor für Säugetierzellen, 
Selektionsvektor mit Puromycinresistenz 
Dr. Seth Corey, Pittsburg, 
USA 
pMSCV-neo  retroviraler Vektor mit LTRs, zur 
Generierung ecotropher rekombinanter 
Retroviren, Neomycin-Resistenz 
Clontech, Palo Alto, USA 
pMSCV-IRES-
EGFP  
retroviraler Vektor mit LTRs, zur 
Generierung ecotropher rekombinanter 
Retroviren mit IRES-gekoppeltem EGFP-
Gen 




retroviraler Vektor für die Expression von 
Bcr-Abl und EGFP, gekoppelt über eine 
IRES-Sequenz 
Olga Mitina, GSF, 
München 





retroviraler Vektor für die Expression von 
Bcr-AblT315I und EGFP, gekoppelt über 
eine IRES-Sequenz 
Olga Mitina, GSF, 
München 
MCV-ecopac  Hüllproteine für ecotrphe rekombinante 
Retroviren 
Rick Van Etten, Boston, 
USA 
CMV-ß-Gal  Reporterplasmid, ß-Galaktosidase Tim Schroeder, GSF, 
München 
pBIL enthält Tet-regulierbaren Promoter Clontech, Palo Alto, USA 
pBIL-b/a enthält bcr-abl unter der Kontrolle des 
Tet-regulierbarem Promoters, bcr-abl ist 
in die EcoRI- und HindIII-Schnittstellen 
in die MCS von pBIL eingefügt 
K. Forster, GSF, München 
pUHC-13-3 Reporterplasmid, enthält Luciferasegen 
unter der Kontrolle eines Tet-
regulierbaren Promoters 
Gossen und Bujard, 1992 
 
3.1.5  Zellkulturmedien 
 
RPMI 1640 Medium (PAN, Aidenbach) 
DMEM Medium (PAN, Aidenbach) 
Fötales Kälberserum (FCS) (PAN, Aidenbach) 
Fötales Kälberserum (FCS) (Sigma, Osterode) 
PBS (PAN, Aidenbach) 
PBS ohne Calcium, Magnesium, Natriumbicarbonat (Gibco, Niederlande) 
 




2-Mercaptoethanol (Sigma, St.Louis, USA) 
A-Beads/G-Beads (Pharmacia, Freiburg) 
Acrylamid 40% (Serva, Heidelberg) 
Agarose (Serva, Heidelberg) 
Ammoniumchlorid (CellSystems, St. Katharinen) 
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Ammoniumpersulfat (Bio-Rad, München) 
Ampicillin (Sigma, St Louis, USA) 
BSA (Sigma, St.Louis USA) 
Cibrobay (Cibrofloxaein) (Bayer, Leverkusen) 
Detektions-System ECL (Amersham, Braunschweig) 
Dimethylsulfoxid (Sigma, St.Louis, USA) 
DNA Längenstandards (MBI, ) 
DNA Präparationskits (Qiagen, Hilden) 
dNTPs (Promega, Mannheim) 
Effectene Transfektions-Reagenz (Qiagen, Hilden) 
Ficoll (Immuno GmbH, Heidelberg) 
Flüssigstickstoff (Linde, München) 
Glycin (ICN, Aurora, Ohio, USA) 
Magermilchpulver (Merck, Darmstadt) 
Murines IL-3 (TEBU (Protech), Offenbach) 
Murines IL-7 (TEBU (Protech), Offenbach) 
PCR-Primer (Metabion, Martinsried) 
Proteinmarker See Blue®Plus2 (Invitrogen, Karlsruhe) 
Puromycin (Sigma, St. Louis, USA) 
SDS (ICN, Aurora, Ohio, USA) 
STI571 (Gleevec®) zur Verfügung gestellt von E. Buchdunger und D. Fabbro (Novartis 
Pharmaceuticals, Basel, Schweiz) 
TEMED (Roth, Karlsruhe) 
Tris (Amersham, Freiburg) 
Tritium-markiertes Thymidin (Amersham, Braunschweig) 
Trypanblau 0,5% (Serva, Heidelberg) 
 




Restriktionsenzyme (Roche, Mannheim und NEB, Schwalbach und MBI, St.Leon-Roth) 
Pfu-DNA Polymerase (Promega, Mannheim) 
T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim) 
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Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase) (Promega, Mannheim) 




Spezifität Subtyp Firma 
p21 (Waf1/Cip1) Kaninchen polyklonal (AB5) 
 
Oncogene, Schwalbach 
p21 (Waf1/Cip1) Maus monoklonal (F5) 
 
Santa Cruz, Heidelberg 
c-Abl Maus monoklonal (AB3) 
 
Oncogene, Schwalbach 
ß-Tubulin Kaninchen polyklonal 
 
Santa Druz, Heidelberg 
ß-Tubulin Maus monoklonal 
 
Boehringer, Mannheim 
P-Tyrosin  Maus monoklonal (PY99) 
 
Santa Cruz, Heidelberg 
anti-rabbit IgG Sekundärantikörper, HRP-
gekoppeltes F(ab’)2  
Amersham, Baunschwieg 
anti-mouse IgG Sekundärantikörper, HRP-
gekoppeltes F(ab’)2 
Amersham, Freiburg 
CD11b/Mac-1 Ratte-anti-Maus IgG2b, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
Gr-1 (Ly-6G) Ratte-anti-Maus IgG2b, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
CD45R/B220 Ratte-anti-Maus IgG2a, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
CD19 Ratte-anti-Maus IgG2a, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
CD25 Ratte-anti-Maus IgG2b, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
CD4 Ratte-anti-Maus IgG2b, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
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CD8 Ratte-anti-Maus IgG2b, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
Sca1 Ratte-anti-Maus IgG2a, PE-
gekoppelt 
BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
Isotyp IgG2a Ratte-anti Maus, PE-gekoppelt BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
Isotyp IgG2b Ratte-anti Maus, PE-gekoppelt BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego USA 
anti-rabbit IgG  FITC-gekoppelt Jackson Immuno Research, 
USA 
anti-mouse IgG TRITC-gekoppelt Jackson Immuno Research, 
USA 
 
3.1.7  Geräte und Labormaterial 
 
Bakterieninkubator (Heraeus, Hanau) 
Bakterienschüttler (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 
Beschichtetes Papier (Schleicher & Schüll, Dassel) 
Blotting Papier (Schleicher & Schüll, Dassel) 
ECL-Filme (Amersham, Braunschweig) 
Einfriergerät (Cryoson, Schöllkrippen) 
Einfrierröhrchen (Nunc, Roskilde DK) 
Elektroporationsgerät (Kodak, New Haven, USA) 
Elektroporationsküvetten (Bio-Rad, München) 
Entwickler (Agfa-Gevaert, Leverkusen) 
Flüssigstickstofftank (Cryoson, Schöllkrippen) 
Geldokumentationsanlage (LFT, Wasserburg) 
Gelelektrophorese-Systeme (Bio-Rad, München und OWL, Portsmouth, USA) 
Geltransferkammer (Bio-Rad, München) 
Heizblock (Techne, Cambridge GB) 
Inkubator (WTB, Tuttlingen) 
Mikroskope (Zeiss, Oberkochen) 
Parafilm M (American National Can, Greenwich USA) 
PCR Maschine (Perkin Elmer, Norwalk, USA) 
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pH-Meter (WTW, Weilheim) 
Photometer (Pharmacia, Freiburg) 
Pipetten (Gilson, Langenfeld) 
Pipetten, Kulturflaschen, Zentrifugenröhrchen (Sarstedt, Nümbrecht) 
Pipettenspitzen (Sarstedt, Nümbrecht) 
Poly-L-lysin-beschichtete Objektträger (Sigma) 
Power-Supplies (Bio-Rad, München) 
Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg) 
Reinstwasseranlage (USF, Ransbach Baumbach) 
Schüttler (Bühler, Tübingen) 
Sterilbänke (BDK, Sonnenbühl) 
Sterilfilter (Gelman Sciences, Ann Arbor USA) 
Szintillationszähler (Wallac, Turku, Finnland) 
Taumelrolleninkubator (CAT, Staufen) 
Überkopfrotoren (Labinco, Breda, Niederlande) 
Vortex (Heidolph, Kelheim) 
Waage (Sartorius, Göttingen) 
Wasserbad (Köttermann, Hänigsen) 
Zählkammern (Brand, Wertheim) 
Zellschaber (Beckton Dickinson, Heidelberg) 
Zentrifugen (Eppendorf, Hamburg und Sigma, Osterode) 
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3.2  Methoden 
 
 
3.2.1  Eukaryontische Zellkultur 
 
Kultivierung von adhärenten Zellen und Suspensionszellen 
 
Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 32D-Zellen wurden alle 2 Tage 1:5 bis 
1:10 verdünnt, so dass die Zellzahl zwischen 5×104 und 1×106 pro ml betrug. Ideal ist eine 
Konzentration von 1×105 bis 5×105 pro ml. Cos7-, 293T- und NIH3T3-Zellen wurden alle 2 
Tage 1:7 verdünnt, nachdem sie für 3-5 min mit Trypsin bei 37 °C vom Boden der 
Kulturflasche gelöst wurden. Das Inaktivieren des Trypsins erfolgte durch FCS-haltiges 
Medium. Falls das Experiment einen kompletten Mediumwechsel oder das Waschen der 
Zellen mit PBS erforderte, wurden die Zellen bei 200 rpm, 4 °C für 10 min sedimentiert und 
in frischem Medium aufgenommen. Wehi-3B wurden in Kultur gehalten, da ihr Überstand 
Interleukin-3 (IL-3) enthält. Dieser Überstand wurde dem Medium für die IL-3 abhängigen 
32D-Zellen und Baf/B3 Zellen zugesetzt. Wehi-3B-Zellen wachsen semiadhärent und wurden 
durch Trypsin vom Flaschenboden gelöst. Der Überstand dieser Zellinie wurde in 




für 32D-Zellen:    für 32Dp210-, 32Dbcr-abl-, Wehi-3B-Zellen: 
RPMI 1640     RPMI 1640 
FCS 10 %     FCS 10 % 
Wehi-3B-Überstand 10 %    
 
für Cos-7-, 293T-, NIH3T3-Zellen:   
DMEM 4,5 g/l Glukose    
FCS 10 % 
      
Einfrieren von Zellkulturen 
 
Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden ca. 1×106 Zellen pro Kryoröhrchen in flüssigem 
Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die Zellen bei 200 rpm, 4 °C für 10 min abzentrifugiert 
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und in Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden in einem Behälter mit Isopropanol 
langsam auf –80 °C eingefroren und nach einem Tag in flüssigem Stickstoff eingelagert. 
 
Einfriermedium:   Einfriermedium für Knochenmarkzellen: 
Medium    Medium für Knochenmarkszellen 
20 % FCS    50 % FCS 
10 % DMSO    10 % DMSO 
 
Auftauen von Dauerkulturen 
 
Die 2 ml-Einfrieröhrchen wurden aus dem Stickstofftank genommen und auf Eis transportiert. 
Dann wurden sie bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in das entsprechende Kulturmedium 
überführt. Die Zellen wurden einmal mit Medium gewaschen, um das DMSO zu entfernen. 
 
Isolation von Knochenmarkzellen aus Mäusen 
 
Aus den Ober- und Unterschenkelknochen getöteter Mäuse wurde das Knochenmark 
präpariert. Dazu wurden zunächst die Knochen präpariert und dann wurde das Knochenmark 
mit DMEM Medium und einer 23G Kanüle ausgespült. Die Zellsuspension wurde mehrmals 
erst durch eine 10 ml Pipette und dann durch eine 10 ml Pipette mit aufgesteckter 200 µl 
Pipettenspitze pipettiert, um größere Zellklumpen zu trennen. Die restlichen weißen Krümel 
wurden für 5 min bei Raumtemperatur sedimentiert. Die Suspension wurde anschließend mit 
einer Plastikpipette ohne das Sediment in ein frisches 50 ml Röhrchen überführt. Die Zellen 
wurden bei 200 rpm, 10 min, 24 °C abzentrifugiert. Zur Lyse der Erythrozyten, die im 
Zellpellet vorhanden sind, wurde dieses in 3 ml Ammoniumchlorid (150 mM NHCl4, 10 mM 
KHCO3, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) resuspendiert und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert 
(alternativ für 20 min auf Eis). Anschließend wurden die Knochenmarkzellen bei 200 rpm, 10 
min, 24 °C abzentrifugiert und 2 mal mit 20 ml RPMI Medium mit 20 % FCS gewaschen. 
Man erhielt so in etwa 3×107 Zellen pro Maus. Nach diesem Schritt wurden die Zellen 
entweder in Aliquots eingefroren oder mit einem Transgen infiziert. 




3.2.2  Produktion von rekombinantem Retrovirus 
 
Produktion von rekombinantem Retrovirus 
 
Um Knochenmarkzellen und 32D-Zellen mit dem Onkogen Bcr-Abl effektiv zu infizieren 
wurde rekombinanter ecotropher Retrovirus hergestellt, der für Bcr-Abl kodiert und nur 
Nagetierzellen infizieren kann. Als Produktionszellinie für rekombinanten ecotrophen 
Retrovirus wurden 293T Zellen verwendet. Das zu verpackende retrovirale Plasmid wurde 
zusammen mit dem Verpackungsplasmid (MCV-ecopac) in 293T Zellen mittels CaPO4 
transfiziert. Das zu verpackende Plasmid enthält die LTRs (Long Terminal Repeats), die als 
Verpackungssignal dienen und das gewünschte Gen flankieren. EcoPack enthält die 
Sequenzen der Proteine der Virushülle. Für die Transfektion wurde der CalPhos-
Transfektions-Kit von Clontech verwendet (siehe CaPO4 Transfektion). 5 bis 12 h nach der 
Transfektion wurde das Medium vorsichtig gewechselt und 10 ml frisches vorgewärmtes 
Medium wurden zugegeben. 48 h nach Transfektionsbeginn wurde das Medium, das nun den 
rekombinanten Retrovirus enthalten sollte, abgenommen und durch einen 0,45 µm Filter von 
restlichen 293T Zellen gereinigt. Der so produzierte Virusüberstand wurde in 1 ml Aliquots 
bei –80 °C eingefroren und gelagert.  
 
Bestimmung des Retrovirus-Titers 
 
Die Titerbestimmung des pMSCV-bcr-abl-IRES-EGFP-Virus wurde per FACS-Analyse 
durchgeführt. Dazu wurden NIH3T3 Zellen in 6-Well Platten mit 250 µl, 125 µl, 62,5 µl, 
31,25 µl, 15,6 µl und 7,8 µl Viruspräparation infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurden 
die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgelöst. Anschließend wurde die Zellzahl 
pro Well und der Prozentsatz GFP-positiver Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Der 
Titer berechnet sich aus der Gesamtzahl pro 6-Well × Anteil der GFP-positiver Zellen: µl 
Virus-Präparation × 1000 = CFU/ml. Alternativ dazu wurde der Titer über die 
immunologische Detektion der Prozentzahl Bcr-Abl-positiver Zellen ermittelt. Die Detektion 
von Bcr-Abl erfolgte dabei durch einen anti-Abl-Antikörper und einen sekundären TRITC-
markierten Antikörper. 




3.2.3  Retrovirale Infektion  
 
Retrovirale Infektion von Knochenmarkzellen aus Mäusen 
 
Die Knochenmarkzellen wurden wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben aus Mäusen isoliert. Es 
wurden entweder frische Zellen oder aufgetaute Zellen verwendet. Pro Infektion wurden 
4×106 Zellen in einem 50 ml Röhrchen abzentrifugiert und in 2 ml Medium resuspendiert. 
Dazu wurden 40 µl 1M HEPES (Endkonzentration 10 mmol), 10 µl Polybren (800 µg/ml) 
(Endkonzentration 2 µg/ml) und 8 µl IL-7 (5 µg/ml) (Endkonzentration 10 ng/ml) pipettiert. 
Dazu wurden 2 ml frisch aufgetauter rekombinanter Retrovirus gegeben, der wie beschrieben 
hergestellt wurde. Die Suspension wurde vorsichtig gemischt und in ein Schälchen einer 6-
Well Platte überführt. Anschließend wurde eine Spin-Infektion durchgeführt. Dazu wurde der 
Ansatz bei 1530 × g für 90 min bei 30 °C zentrifugiert. Danach wurden die Zellen für 4 h bei 
37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Medium der Zellen wurde gewechselt, um das Polybren 
zu entziehen. Dieses wird für eine effiziente Infektion benötigt, wirkt aber bei zu langer 
Inkubation toxisch auf die Zellen. Dem Medium für die Knochenmarkzellen wurde nochmals 
IL-7 beigefügt, da die Zellen noch nicht unabhängig von Wachstumsfaktoren wachsen. Am 
Tag 2 nach der Infektion wurde das Medium erneut gewechselt. Die Zellen wurden einmal 
mit Medium gewaschen, um den Wachstumsfaktor zu entziehen und die Zellen auf 
Wachstumsfaktor-Unabhängigkeit zu selektieren: Nur Zellen, die infiziert wurden und das 
transformierende Onkogen exprimieren, wachsen. Die mit Leervektor infizierten 
Kontrollzellen sollten sterben.  
 
Medium für Knochenmarkzellen: 
RPMI mit: 
20 % FCS 
0,5 % Penicillin/Streptomycin 
50 µmol ß-Mercaptoethanol 
1 µg/ml Cibrofloxaein 
 
Retrovirale Infektion von 32D-Zellen  
 
Die retrovirale Infektion von 32D-Zellen erfolgte in 24-Well-Platten. Dazu wurden 5 × 104 
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Zellen mit jeweils gleichen Mengen an Retrovirus in einem Gesamtvolumen von 500 ml mit 8 
µg/ml Polybren für 4-5 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 1,5 ml Medium auf die 
Zellen gegeben. Bei Infektion mit Bcr-Abl-kodierendem Plasmid wurden die 32D-Zellen 48 h 
nach der Infektion auf IL-3 unabhängiges Wachstum selektiert. 
 
Retrovirale Infektion von NIH3T3 Zellen  
 
Zur retroviralen Infektion von NIH3T3-Zellen wurden einen Tag vor der Infektion 2×105 
Zellen in ein 6-Well ausgesät. Die Infektion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1 ml 
DMEM Medium mit 10% FCS, 8 µg/ml Polybren und Virusüberstand (siehe 
Titerbestimmung). 24 h nach Infektion wurde das Medium gegen 2 ml frisches Medium 
gewechselt. 48 h später erfolgte die GFP-Messung mittels FACS-Analyse oder die 
immunologische Detektion der Bcr-Abl-Expression. 
 
3.2.4  Transfektionsverfahren eukaryontischer Zellen 
 
Transfektion durch CaPO4 
 
Zur transienten Transfektion von 293T Zellen wurden die CalPhos-Transfektions Reagenzien 
von BD Biosciences verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. 
 
Transfektion von 32D-Zellen durch Elektroporation 
 
4×106 32D-Zellen wurden pro Ansatz bei 200 rpm und 4 °C für 10 min abzentrifugiert. Die 
Zellen wurden zweimal in PBS ohne Calcium, Magnesium und Natriumbicarbonat 
gewaschen. Das Pellet wurde in 400 µl RPMI ohne FCS resuspendiert. Dazu wurden 5 – 25 
µg der zu transfizierenden DNA pipettiert. Die Suspension wurde in einer 
Elektroporationsküvette für 5-10 min auf Eis gestellt. Anschließend erfolgte die 
Elektroporation bei 950 µF und 320 V. Sofort nach der Elektroporation wurde die Küvette 
kurz geschüttelt und für 1 min auf Eis gestellt. Dann wurden die Zellen in vorgelegtes 
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Transfektion durch Liposomen 
 
Die transiente Transfektion von Cos7-Zellen erfolgte durch liposomale Transfektion mittels 
Effectene-Transfektions-Reagenz von Quiagen wie vom Hersteller angegeben. Bei transienten 
Transfektionen wurden die Zellen nach 48 h geerntet und Proteinlysate wurden aus den Zellen 
hergestellt. 
 
Anzucht und Selektion stabiler Zellinien 
 
Die Anzucht von stabilen 32D-Zellen erfolgte, nachdem die Zellen entweder durch 
Elektroporation transfiziert wurden oder durch rekombinanten Retrovirus infiziert wurden. 
Stabil transformierte Knochenmarkzellen wurden durch retrovirale Infektion hergestellt. Da 
Bcr-Abl hämatopoetische Zellen transformiert und IL-3-unabhängiges Wachstum vermittelt, 
wurden Zellen mit Bcr-Abl-Transfektion und -Expression durch Wachstumsfaktorentzug 
selektiert. Andere Zellinien wurden durch Zugabe von Antibiotika auf die Expression eines 
Antibiotikaresistenzgens selektiert.  
 
3.2.5  Kultivierung von Bakterien 
 
Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Um E. coli XL-1 blue kompetent zu machen, wurden die Bakterien zunächst auf MgCl2-LB 
Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Mit einer gepickten Einzelkolonie 
wurden 5 ml TYM-Medium angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 200 rpm geschüttelt. 
Die Übernachtkultur wurde am nächsten Morgen in 300 ml TYM-Medium überimpft und 
unter den gleichen Bedingungen bis zu einer OD 600 von 0,7 bis 0,8 vermehrt. Der 300 ml 
Ansatz wurde in 50 ml Falcon-Röhrchen aufgeteilt und abzentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4 
°C). Der Überstand wurde dekantiert und der Zellniederschlag sofort auf Eis gestellt. Alle 
folgenden Arbeitsschritte wurden im Kühlraum (4 °C) durchgeführt. Die Bakterien (alle 
Mengenangaben beziehen sich auf einen 50 ml Ansatz) wurden vorsichtig in je 15 ml TFBI-
Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (wie oben) 
wurde der Niederschlag in 2 ml TFBII-Puffer aufgenommen, zügig zu 200 µl Aliquots 
abgefüllt und die Eppendorf-Gefäße wurden sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die 
Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei –80 °C. Die Transformationseffizienz 
betrug zwischen 0,7 und 2,0×108 Kolonien pro µg DNA-Plasmid. 




MgCl2-LB-Platten:  TYM-Medium:   
Trypton 1 %   Trypton 2 %    
Hefeextrakt 0,5 %  Hefeextrakt 0,5 %   
NaCl 0,5 %   NaCl 100 mM    
MgCl2 10 mM  MgCl2 10 mM   
Agar 1,5 %    
 
TFBI Puffer:   TFBII Puffer: 
KOAc 30 mM   NaMOPS 10 mM 
MgCl2 50 mM  CaCl2 75 mM 
CaCl2 100 mM  KCl 10 mM 
Glycerin 15 %  Glycerin 15 % 
 
Transformation von Bakterien 
 
Für jeden Transformationsansatz wurden 100 µl kompetenter E. coli XL1 blue-Bakterien auf 
Eis aufgetaut. Die zu transformierende DNA sowie 1 µl ß-Mercaptoethanol wurden 
zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde im Wasserbad der Hitzeschock bei 42  °C für 45 Sekunden durchgeführt. 
Dann wurden die Bakterien sofort wieder für 2 Minuten auf Eis abgekühlt. Nach der Zugabe 
von 400 µl warmen SOC-Medium wurde die Kultur für 60 min bei 37  °C und 200 rpm 
geschüttelt. Etwa 100 µl dieser Kultur wurden anschließend auf LB/Amp-Platten 
ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37  °C über Nacht inkubiert. 
 
SOC-Medium: nach dem Autoklavieren zugegeben:   LB/Amp-Platten: 
Trypton 10 g  1 M MgCl2 5 ml     Trypton 10 g/l 
Hefeextrakt 2,5 g 1 M MgSO4 5 ml     Hefeextrakt 5 g/l 
NaCl 0,25 g  2 M Glucose 5 ml     NaCl 10 g/l 
H2O dd. 485 ml sterilfiltrieren      Agar 15 g/l 
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3.2.6  Molekularbiologische Methoden 
 
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
 
Die Plasmid-DNA wurde aus Bakterien über Anionenaustauschersäulen isoliert. Es wurden 
Präparationen im "Mini"- und "Maxi"- Maßstab mit den Präparationsreagenzien und nach den 
Protokollen von Qiagen durchgeführt. 
 
Aufreinigung von DNA nach enzymatischen Reaktionen 
 
Die Aufreinigung von DNA nach enzymatischer Reaktion erfolgte mittels des "Quiaquik-




Zur in-vitro Amplifizierung von DNA wurde als Matrize Plasmid-DNA verwendet. 
 
Reaktionsansatz: 
Matrizen-DNA: 100 ng 
5’-Primer: 100 pmol 
3’-Primer: 100 pmol 
10 mM dNTP-Lösung (2,5 mM je dNTP): 2 µl 
10×Pfu-Puffer: 5 µl.  
Pfu-DNA-Polymerase: 2,5 U 




Denaturierung: 1 min, 95 °C, 
Hybridisierung: 1 min, Temperatur 
abhängig vom Primer, 
Polymerisierung: 2 min pro 1 kb, 72 °C 
Abkühlung auf 4 °C 
 
Der Ansatz wurde in ein verschließbares 100 µl Reaktionsgefäß gegeben und im 
Thermocycler mit dem oben angegebenen Protokoll durchgeführt. Vor der weiteren 




Sequenzanalysen wurden von der Firma MediGenomix (Martinsried) durch zyklische 
Terminationsreaktion mit Fluoreszenz-markierten Didesoxynukleotiden durchgeführt. 
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Restriktion von DNA 
 
Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde zur Umklonierung von 
Gensequenzen und zur Überprüfung auf erfolgreiche Klonierung eingesetzt. Für eine 
vollständige Restriktion wurden dabei zwischen 0,5 und 4 µg DNA mit 1 bis 30 U Enzym 
eingesetzt. Die Spaltung erfolgte über ein bis zwei Stunden bei der für das Enzym 
vorgegebenen Reaktionstemperatur in 20 bis 50 µl Gesamtvolumen. Die 
Reaktionsbedingungen wie erforderliche Restriktionspuffer, Temperatur und 
Restriktionsaktivität wurden den Herstellerangaben entnommen. Die Hitzeinaktivierung des 
Enzyms erfolgte, falls möglich, durch Inkubation bei 65 bis 75 °C für 10 bis 20 min. Die 
Kontrolle der Spaltung erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. 
 
Dephosphorylierung von 5’-DNA-Fragmenten 
 
Die Dephosphorylierung von 5’-DNA-Enden nach Restiktionsverdau wurde mit „Calf-
Intestinal Phosphatase“ (CIP) von Promega nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
Dazu wurden 10 U CIP nach einem Restriktionsverdau direkt in den Ansatz pipettiert und 1 h 
bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wurde bei 65 °C für 20 min inaktiviert. 
 
Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Zur Klonierung von DNA-Fragmenten und Vektoren wurde T4-DNA-Ligase verwendet. 
Dabei wurden im Allgemeinen etwa 100 ng eines aufgeschnittenen Vektors mit der 
dreifachen Menge des Insertionsfragmentes ligiert. Die Ligation wurde mit 10 U Ligase in 
einem Gesamtvolumen von 10 µl im vom Hersteller mitgeliefertem Ligase-Puffer 
durchgeführt. Die Reaktion erfolgte über 4 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 16 °C. 
Anschließend wurden kompetente Bakterien mit 10 µl des Ligationsansatzes transformiert. 
 
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen und zur Aufreinigung von DNA (Entfernung von 
Enzymen und Umpufferung) wurden Gelextraktions-Kits von Quiagen verwendet. Die 
elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit dem Skalpell ausgeschnitten. 
Die Gelstücke wurden entsprechend der Anleitung des Herstellers bei 50  °C geschmolzen. 
Dann wurde die Suspension nach Anleitung des Herstellers durch eine Reinigungssäule 
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zentrifugiert und einmal gewaschen. Anschließend wurde die DNA mit H2O von der Säule 
eluiert. 
 
Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Agarosegel 
 
Die Agarose wurde in der gewünschten Konzentration (0,8-1,5 %) mit 1 × TAE Puffer 
aufgeschlämmt, im Mikrowellenherd aufgekocht und gelöst. Nach dem Abkühlen auf 60  °C 
wurde die Lösung mit 0,5 g/ml Ethidiumbromid versetzt. Das Agarosegel wurde in einen 
Gelträger gegossen, mit einem entsprechenden Kamm bestückt und nach dem Erstarren in die 
entsprechende Gelapparatur eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Volumen 
Auftragspuffer versetzt und die Elektrophorese in TAE-Puffer mit 50 bis 100 V durchgeführt. 
Die DNA wurde anschließend durch die UV-Absorption des interkalierten Ethidiumbromids 




Tris 242 g 
Eisessig 57,1 ml 
EDTA 37,2 g 
NaOH ad. pH 8 
H2O ad. 1000 ml 
Auftragspuffer : 
Tris/HCl pH 8, 10 mM 
EDTA pH 8, 50 mM 
Glyzerin 50 % 
Bromphenolblau 0,01 % 
 
3.2.7  Proteinbiochemische Methoden 
 
Lyse von Zellen und Isolierung von Gesamtprotein aus Zellen 
 
Die Zusammensetzung des Lysispuffers und die Konzentration seiner Komponenten sind von 
entscheidender Bedeutung und sollten je nach Fragestellung immer optimiert werden. Ein 
wichtiger Faktor für die Stringenz eines Lysispuffers ist die Stärke des verwendeten 
Detergens. NP40 ist ein etwas stärkeres Detergens, kann aber in geringeren Konzentrationen 
verwendet werden und macht auch Membranproteine gut löslich. Die Funktionen der anderen 
Komponenten sind: Glycerin als Gefrierschutz, EDTA zur Komplexierung von Mg2+ und 
Mn2+ und damit Inhibierung von Kinasen, NaCl für das Einstellen der Osmolarität, Tris-Cl 
als pH-Puffer, Natriumfluorid als Serin- und Threonin-Phosphatseinhibitor und 
Phenylphosphat als Phosphataseinhibitor. Zusätzlich wurden dem Lysispuffer folgende 
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Inhibitoren zugefügt: PMSF, Leupeptin, Aprotinin (Proteaseinhibitoren), sowie Na-
Orthovanadat (Tyrosinphosphataseinhibitor). Alternativ dazu wurde Proteinaseinhibitor-
Coctail und Phosphataseinhibitor-Coctail I und II von Sigma zugegeben. Alle Zellysate 




NP 40 0,5 % 
EDTA 1 mM 
Tris-Cl pH 7,4 50 mM 
Natriumfluorid 1 mM 
NaCl 150 mM 
Glycerin 15 % 
 
Zusätzlich pro 1 Milliliter Lysispuffer: 
PMSF 10 µl 
NaVO4 10 µl 
Aprotinin 5 µl 
Leupeptin 2 µl 
alternativ dazu: 
Phosphataseinhibitor-Coctail II (Sigma) 10 µl 
Proteinaseinhibitor-Coctail (Sigma) 10 µl 
 
 
Durchführung der Zellyse: 
Zur Lyse der Zellen wurden 1×107 Zellen in 100 µl Lysispuffer lysiert. Das erste 
Durchmischen erfolgte durch zweimaliges Auf- und Abpipettieren mit einer blauen 
Pipettenspitze, danach wurden die Proben 25 min bei 4 °C rotiert. Schließlich wurde das 
Lysat durch Abzentrifugieren für 15 min bei 4 °C und 14000 rpm von unlöslichen Anteilen 
wie größeren Membranteilen befreit. In dem klaren Lysat sollten sich jetzt zytosolische, 
nukleäre und membranäre Zellproteine befinden. Im Allgemeinen wurde für Experimente 
frisches Lysat hergestellt. Bei einigen Experimenten wurde das Lysat bei –80 °C eingefroren 
und später verwendet. 
 
Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-Methode 
 
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in einem Zellysat erfolgte durch die BCA-
Methode mit den REagenzien von Pierce (Rockford, USA). Dazu wurden 900 µl BCA-
Reagenz, 98 µl H20 bidest. und 2 µl Lysat vermischt und für 10 min bei 60 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die Absorption der Lösung bei 595 nm gemessen. Als Referenz dienten 
900 µl BCA-Reagenz mit 100 µl H20 bidest.. Parallel dazu wurde auf die selbe Weise mit 
bekannten Mengen an Rinderserum-Albumin (5, 10, 15, 20, 25 und 30 µg BSA) eine 
Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe über die Absorption die Proteinmenge bestimmt wurde. 




Elektrophorese von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) 
 
Die Autrennung von Proteinen erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE). Durch die Zugabe von SDS erfolgt die Auftrennung von Proteinen im elektrischen 
Feld nicht nach ihrer Ladung, sondern nach ihrem Molekulargewicht, über 
Gelfiltrationseffekte (verschieden konzentrierte Gele). SDS bindet dabei mit seinem 
hydrophoben Alkylrest in einer konstanten Rate (1 SDS/2 Aminosäuren) so an Proteine, dass 
die intrinsische Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS maskiert wird. Zusätzlich 
wurde die Technik der disc-Elektrophorese (discontinuous pH) angewandt. Hierbei wird mit 
zwei unterschiedlichen Gelen, bei unterschiedlichen pH-Werten gearbeitet. Nach der 
Beschleunigung und Konzentrierung der Proteine im Sammelgel erfolgt ein „Auflaufen“ an 
der Grenzschicht Sammelgel-Trenngel. Dies hat zur Folge, dass die Banden schärfer begrenzt 
sind und besser aufgetrennt werden. 
 
Herstellen der Polyacrylamidgele: 
Zwei Glasplatten (für 8 × 10 cm große Gele) wurden mit Spacern und Klammern versehen im 
Gelständer fixiert. Zuerst wurde das Trenngel gegossen. Hierfür wurden die Reagenzien in 
der unten angegebenen Reihenfolge blasenfrei vermischt und vorsichtig zwischen die zwei 
Glasplatten pipettiert. Der Zwischenraum wurde bis etwa 2 cm unter den Rand der kleineren 
Platte gefüllt. Schließlich wurde alles auf die selbe Weise mit 1 ml Isopropanol überschichtet 
und für mindestens 30 min zum Polymerisieren stehen gelassen. Die Isopropanolschicht über 
dem auspolymerisierten Trenngel wurde abgegossen und mit Filterpapier abgesaugt. Nach 
zweimaligen ausspülen mit Wasser wurde der Zwischenraum bis zur Oberkante der kleineren 
Glasplatte blasenfrei mit Sammelgel gefüllt. Dann wurde ein vorher mit 70 % Ethanol 
gereinigter Kamm (10 Zähne) so eingesteckt, dass keine Blasen entstanden. Nach etwa 20 min 
wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit Elektrophorese-Puffer ausgespült und das Gel in 
der Elektrophoresekammer befestigt. Diese wurde mit 1× Elektrophoresepuffer gefüllt. 
 
Beladen der Gele mit Protein-Proben: 
Die Proteinlysate wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt und zur vollständigen Reduktion für 5 
min auf 100  °C erhitzt. Parallel wurde immer eine Bahn mit 10 µl Proteinmarker beladen. 
Das Laden des Gels und der Gellauf fanden bei Raumtemperatur statt. Der Gellauf erfolgte 
bei 80-100 V. Der Gellauf wurde beendet, wenn die blaue Bande des Farbmarkers im 
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Probenpuffer den unteren Rand der Glasplatten erreicht hat. Dann wurde das Gel für 
Immunoblots weiter verwendet. 
 
Acrylamid/Bisacrylamid-Mix (40 %) 
APS 10 %: 10 %-ige Lösung von APS in dd H2O, das bis zu vier Wochen bei 4 °C gelagert 
wurde. 
 
4× Tris-Cl/SDS pH 8,8: 
dd H2O 300 ml 
dd H2O ad. 500 ml 
Tris 91 g 
SDS 2 g 
mit HCl pH 8,8 einstellen 
mit 0,45 µm Filter filtrieren 
 
4× Tris-CL/SDS pH 6,8: 
dd H2O 40 ml 
Tris 6,05 g 
SDS 0,4 g 
mit HCl pH 6,8 einstellen 
dd H2O ad. 100 ml 
mit 0,45 µm Filter filtrieren 
 
Trenngel 7 %: 
Acrylamid/Bis. (40 %) 875 µl 
4× Tris-Cl/SDS pH 8,8 1,25 ml 
dd H2O 2,7 ml 
TEMED 17 µl 
APS 10% 7 µl 
 
Sammelgel: 
Acrylamid/Bis. (40 %) 150 µl 
4× Tris-Cl/SDS pH 6,8 0,4 ml 
dd H2O 1 ml 
TEMED 2 µl 
APS 10% 8,5 µl 
 
5× Elektrophoresepuffer: 
Tris 15,1 g 
Glycin 72 g 




4× Tris-Cl/SDS pH 6,8 12,5 ml 
SDS 10% 20 ml 
ß-Mercaptoethanol 2 ml 
Glycerin 20 ml 
Bromphenolblau 1 mg 
dd H2O 45,5 ml 









Die zu analysierenden Proteine wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
aufgetrennt und anschließend auf Nitrozellulose Membranen übertragen. Dazu wurde 
zunächst eine Nitrozellulose-Membran auf die Größe des Gels zugeschnitten, kurz in dd H2O 
geschwenkt und dann in Transferpuffer gelagert. Ebenso wurden zwei Schwämme und zwei 
Whatman 3 MM-Papierstücke der Größe des Gels in Transferpuffer eingeweicht. Vom 
Polyacrylamid-Gel, das die nach Größe aufgetrennten Proteine enthält, wurde das Sammelgel 
abgeschnitten und in einer Transferkassette wurde es zusammen mit den weiteren 
Komponenten in folgender Reihenfolge blasenfrei durch Ausrollen mit einer Glaspipette 
aufeinandergelegt: Schwamm, Whatman-Papier, Gel, Nitrozellulose, Whatman-Papier, 
Schwamm. Die Kassette wurde geschlossen und in der mit Puffer gefüllten Transferkammer 
so befestigt, dass die Membran auf der Seite der Anode war. Der Transfer lief unter Rühren 
bei 4 °C und 80 V für eine Stunde. 
 
Blockieren der Nitrozellulose-Membran: 
Die auf die Nitrozellulose-Membran übertragenen Proteine wurden durch Antikörper 
analysiert. Da Antikörper auch unspezifisch an verschiedene Materialien binden können, ist es 
notwendig, alle Stellen der Membran, an denen keine Zellproteine gebunden haben, mit einem 
unspezifischen Protein zu blockieren. Nach der Transferlaufzeit wurde die Membran aus der 
Kammer genommen und bei Raumtemperatur für 2 h in einer Plastikschale mit Blocking-
Solution geschüttelt. Danach wurde sie einmal mit 1× TBST gespült und einmal für 5 min in 
1× TBST geschüttelt, um überschüssige Blocking-Solution abzuwaschen.  
 
Antikörper-Inkubation: 
Die verwendeten primären Antikörper wurden in einer 1:1000 Verdünnung, die sekundären 
Antikörper in 1:2000 Verdünnungen jeweils in Inkubationslösung eingesetzt. Für Anti-
Phospholylierungs-Antikörper wurde als Inkubationslösung 5 % BSA verwendet, für alle 
anderen Antikörper wurde 1 % Magermilchpulver verwendet. Die Inkubation mit dem 
primären Antikörper gegen das zu untersuchende Protein erfolgte in einem Plastikschälchen 
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über Nacht auf einem Schwenkinkubator bei 4 °C (Kühlraum). Die Membran wurde danach 
viermal für 5 min mit TBST gewaschen, bevor sie mit dem zweiten Antikörper für 45 min bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Detektion der Proteine erfolgte nach erneutem 
Waschen mit TBST für 4× 5 min. 
 
Detektion der Proteine: 
Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Chemilumineszenz. Die ECL-Lösungen, die das 
Substrat für die Peroxidase enthält, wurden 1:1 gemischt. Die Membran wurde in einer 
Plastikschale mit der Detektionslösung übergossen. Nach einer Minute wurde der Blot 
entnommen, auf einem Papiertuch getrocknet und mit einer Plastikfolie blasenfrei bedeckt. 
Der Blot wurde in einer Filmkassette für verschiede Zeitabstände (5 Sek bis 5 min) mit einem 
Film exponiert. Nach der Entwicklung des Films erscheinen Antikörper-Bindungsstellen als 
schwarze Banden. Die Markerpositionen wurden von der Membran auf den entwickelten Film 
mit einem Folienstift übertragen. 
 
Strippen der ECL-Blots: 
Bei der ECL-Methode ist es möglich, die Membran mehrfach (bis zu dreimal) einer 
Immundetektion zu unterziehen. Bei dem sogenannten „Strippen“ werden zunächst sowohl 
die sekundären, als auch die primären Antikörper von der Membran entfernt. Danach ist die 
Inkubation mit weiteren Antikörpern möglich. Die Membran wurde im Wasserbad bei 55  °C 
für 45 min in Stripping-Solution geschüttelt, dann mit 1× TBS einmal gespült und zweimal 
für 10 min gewaschen. Schließlich wurde erneut geblockt und mit Antikörpern inkubiert wie 
oben angegeben. 
 
10× TBST: Stripping-Solution: 
1 M Tris-Cl pH 8 100 ml Tris-Cl pH 6,7 3,78 g 
5 M NaCl 300 ml SDS 10 g 
Tween 20 5 ml ß-Mercaptoethanol 3,5 ml 
dd H2O ad. 1000ml dd H2O ad. 500 ml 
  
Blocking-Solutions für ECL: Inkubationslösung für Antikörper: 
5 % Magermilchpulver in 1× TBST 1 % Magermilchpulver in 1× TBST 
 oder 
 5 % BSA in 1× TBST 




In-situ-Immunfluoreszenzmikroskopie von Suspensionskulturzellen 
 
Die Suspensionskulturzellen (32D-Zellen) wurden vor der Antikörperfärbung auf 
Glasobjektträger fixiert, die mit Polylysin beschichtet waren. Mit einem Fettstift wurde zuvor 
auf dem Objektträger ein ca. 1×1 cm großes Feld markiert, in das 100 ml Zellsuspension mit 
250.000 Zellen pipettiert wurden. Die Objektträger wurden für 30 min bei 37 °C inkubiert, 
damit sich die Zellen auf dem Boden absetzen. Anschließend wurde das restliche Medium mit 
einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt. Zum Waschen der Zellen wurde mit einer 
Pasteurpipette PBS vom Rand ausgehend auf den Objektträger pipettiert, bis der ganze 
Objektträger bedeckt war. Anschließend wurde das PBS wieder mit einer Pasteurpipette 
abgesaugt. Dann wurden die Zellen auf dem Objektträger mit Formaldehyd fixiert. Dazu 
wurde der Objektträge in ein 50 ml Röhrchen mit Formaldehydlösung gelegt und für 15 min 
bei RT inkubiert. Das restliche Formaldehyd wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Dann 
wurden die Zellen zu Neutralisation auf die gleiche Weise für 5 min bei RT in 1% 
Glycinlösung inkubiert. Zum Permeabilisieren der Zellen wurde der Objektträger mit den 
Zellen in ein Plastikröhrchen mit 0,2 % Triton-Lösung (in PBS) getaucht und für 5 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Objektträger mit den Zellen 2 mal in PBS gewaschen.  
 
Antikörperfärbung: 
Zur Antikörperfärbung wurden die Zellen auf dem Objektträger mit 95 µl Lösung des 
primären Antikörpers (Verdünnung 1:20 in PBS) für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde zweimal mit PBS im 50 ml Röhrchen gewaschen. Danach wurden die Zellen für 1h bei 
RT mit dem sekundären Antikörper inkubiert, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist 
(Verdünnung 1:200). Die Zellen wurden 2 mal mit PBS wie oben gewaschen. Dann wurden 
die Zellen mit Mountening-Lösung bedeckt und eingedeckelt. Die Zellen wurden 
anschließend im konvokalen Fluoreszenz-Mikroskop analysiert und fotografiert. Alternativ zu 
einer Einzelfärbung wurden auch Doppelfärbungen mit zwei verschiedene Antikörpern mit 
zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-markierten Sekundär-Antikörpern durchgeführt. Bei zu 
hoher Hintergrundfluoreszenz können die Zellen mit 5 % BSA in PBS vor der 
Antikörperinkubation blockiert werden. 
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In-situ-Immunfluoreszenzmikroskopie von adhärenten Zellen 
 
Cos7-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesät, in die zuvor ein steriles Deckglas gelegt 
wurde. Auf diese Weise konnten die Zellen auf dem Deckglas für einen Tag anwachsen. Die 
Zellen wurden verwendet, wenn sie ca. 50-70 % konfluent waren. Zunächst wurde das 
Deckglas aus dem Schälchen genommen und vorsichtig mit PBS gewaschen. Anschließend 
wurde in einer Plastikschale zum Fixieren der Zellen der Objektträger mit eiskaltem Methanol 
für 5 min Überschichtet. Im Anschluss wurde der Objektträger mit Aceton überschichtet. Die 
Zellen wurden dann in einem Plastikschälchen mit PBS gewaschen. Die weitere Färbung der 
Zellen mit Antikörpern erfolgte wie für Suspensionskulturzellen angegeben. Die Zellen 
wurden anschließend im Fluoreszenzmikroskop analysiert und fotografiert. 
 




Das Luciferase-Gen dient als Reporter-Gen. Durch die Firefly-Luciferase wird Luciferin in 
Gegenwart von ATP, Luftsauerstoff und Magnesium-Ionen oxidiert und liefert Licht der 
Wellenlänge 562 nm. Durch die Messung des emittierten Lichts kann die Aktivität der 
Luciferase bestimmt werden. Zur Präparation des Proteinrohextrakts aus 32D-Zellen wurden 
die Zellen 2 Tage nach Elektroporation bei 1200 rpm, 20 °C, 10 min abzentrifugiert und 
einmal mit PBS gewaschen. Sie wurden in ein Eppendorfgefäß überführt und abzentrifugiert. 
Das Pellet wurde in 55 µl Extraktionspuffer aufgenommen und bei –70 °C eingefroren. 
Anschließend wurde das Pellet bei 15.000 rpm, 15 min bei 4 °C abzentrifugiert. Um die 
Aktivität der Luciferase in einem Protein-Rohlysat aus 32D-Zellen zu bestimmen, wurde eine 
definierte Menge an Proteinrohextrakt (40 µl) pro Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte 
gegeben. Die Messung der frei werdenden Lichtmenge nach automatischer Zugabe von 100 
µl Assaypuffer erfolgte in einem Luminometer. Die Dauer des Messvorgangs betrug 10 
Sekunden. Die Einheit der gemessenen Lichtmenge wird als RLU (Relative Lichteinheiten) 
definiert. Um das Messpufferniveau festzustellen wurden parallel mindestens 3 Ansätze mit 
100 µl Messpuffer ohne Proteinextrakt gemessen. Zur Kontrolle wurde auch der 
Proteinrohextrakt von untransfizierten Zellen vermessen. Er zeigte stets Messpufferniveau 
und somit keine Luciferaseaktivität. Zur Normierung der Transfektionseffizienz wurde 
zusammen mit dem Reporterplasmid ein konstitutiv aktives ß-Galaktosidaseplasmid 
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transfiziert. Die Normierung der RLU aus der Luciferase-Messung erfolgte so durch die RLU 
der ß-Galaktosidase-Messung. 
 
5× Extraktionspuffer Assaypuffer: 
50 % Glycerin 20 mM Tricin 
5 % Triton X-100 1,07 mM MgCO4 
10 mM EDTA 2,67 mM MgSO4 
125 mM Tris 0,1 mM EDTA 
DTT: frisch zugegeben,  
Endkonzentration 2 mM 
33,3 mM DTT 
270 µM CoenzymA 




Die Messung erfolgte modifiziert nach der Methode von Miller (1972). Für die Detektion der 
ß-Galaktosidaseaktivität wurden 10 µl Proteinrohextrakt eingesetzt, die in eine 
Mikrotiterplatte (96-Well) pipettiert wurden. Zu jedem Well wurden 100 µl Reaktionspuffer 
A zugegeben. Es erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur für 15-20 min. Während der 
Messung wurde vom Messgerät automatisch zur Verstärkung der Reaktion Reaktionspuffer B 
zugegeben. 
 
Reaktionspuffer A:   Reaktionspuffer B: 
300 mM Na2HPO4   0,2 M NaOH 
200 mM NaH2PO4   10 % Emerald Enhancer 
50 mM KCl     
1 % Galacton-Plus     
 
3.2.10  Zellbasierende Analyse-Methoden 
 
Detektion der GFP-Fluoreszenz in lebenden Zellen durch FACS-Analyse 
 
Die Detektion von GFP-positiven Zellen erfolgte durch FACS-Analyse. Dazu wurden 1×105 
Zellen in einem FACS-Röhrchen abzentrifugiert. Sie wurden einmal mit 2 ml PBS gewaschen 
und zur FACS-Analyse in 500 ml PBS resuspendiert. 




Analyse von Oberflächenmarkern in lebenden Zellen durch FACS-Analyse 
 
Die Analyse von Oberflächenmarkern von Zellen erfolgte durch FACS-Analyse nach 
Inkubation der Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen die Oberflächenmarker. 
Dazu wurden 1×105 Zellen in einem FACS-Röhrchen abzentrifugiert. Sie wurden einmal mit 
2 ml PBS gewaschen und anschließend in 100 µl PBS mit 1 µl des Antikörpers für 30 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und zur FACS-
Analyse in 500 ml PBS resuspendiert. Parallel dazu wurde jeweils eine Isotyp-Kontrolle 
durchgeführt, um eine unspezifische Bindung des Antikörpers auf der Oberfläche der Zellen 
auszuschließen. 
 
Detektion der Apoptose durch AnnexinV-Färbung 
 
AnnexinV ist ein 35-36 kDa großes Protein, das an Phosphatidylserin (PS) bindet. Die 
Externalisierung von PS erfolgt in den Membranen von früh-apoptotischen Zellen. Die 
Bestimmung der Anzahl apoptotischer Zellen erfolgte mittels Färbung einer Zellpopulation 
mit FITC- oder PE- markiertem AnnexinV, das an das PS auf der Zelloberfläche 
apoptotischer Zellen bindet. Durch anschließende FACS-Analyse wurde der Anteil 
apoptotischer Zellen einer Population gemessen. 
Zur AnnexinV-PE- oder Annexin-FITC-Messung wurden die AnnexinV Apoptose-
Detektions-Reagenzien von PharMingen BD oder von Bender-Med-Systems nach Anleitung 
der Hersteller verwendet.  
 
Bestimmung der Zellvitalität durch Zählen der Zellen  
 
Um die Anzahl lebender Zellen einer Zellpopulation zu bestimmen, ist die direkteste 
Methode, die Lebendzellzahl durch Zählen zu bestimmen. Um exakte Zellmengen zu 
bestimmen, wurde eine Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung mittels Trypanblauausschluß-
Färbung durchgeführt. Zur Bestimmung wurden 20 µl einer Zellpopulation in eine 96-Loch-
Platte überführt und mit 20 µl 0,5 % Trypanblau-Lösung gut gemischt. Von dieser Mischung 
wurden etwa 10 µl in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. Die Auszählung der Zellen 
erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Blau-gefärbte Zellen wurden nicht mitgezählt. Aus der 
Zahl der ausgezählten Zellen, dem Verdünnungsfaktor und dem Kammerfaktor lässt sich die 
Zellzahl berechnen. Zur Bestimmung der relativen Zu- oder Abnahme der Zellzahl kann man 
Material und Methoden   
 
49
die Zellzahl einer Probe auf die Zellzahl einer unbehandelte Kontrolle beziehen. 
 
Bestimmung der Proliferationsrate durch immunologische Detektion des BrdU-Einbaus 
 
Eine Methode zur Messung der Proliferationsrate bzw. der Zellzyklusprogression von Zellen 
ist die Messung der DNA-Syntheserate. Die DNA-Synthese kann durch Einbau des 
Pyrimidin-Analogs 5-Bromo-2’-Deoxyuridine (BrdU) in die DNA gemessen werden. 
Anschließend erfolgt die immunologische Detektion und Quantifizierung des in die DNA 
eingebauten BrdUs.  
Zur Messung der DNA-Synthese von Bcr-Abl-transformierten Knochenmarkzellen wurde der 
BrdU-Zellproliferationsassay (chemilumineszent) von Roche verwendet. Es wurden 5×104 
Zellen in 100 µl Medium in weißen 96-Well Platten mit durchsichtigem Boden ausgesät. 
BrdU wurde jeweils bis zu einer Endkonzentration von 10 µM zugegeben. Die Zellen wurden 
bei 37 °C für 12 h und 24 h inkubiert und zu den jeweiligen Zeitpunkten geerntet. Dazu 
wurden die Zellen in den 96-Well Platten bei 300 × g für 10 min abzentrifugiert und mit 
einem Föhn für 15 min in den 96-Well Platten getrocknet. Die Platten wurden bis zur 
weiteren Verwendung bei 4 °C für maximal 24 h gelagert. Anschließend erfolgte die 
Fixierung der Zellen nach Angaben des Herstellers. Die fixierten und permeabilisierten Zellen 
wurden zur Quantifizierung des Eingebauten BrdU-Gehalts mit dem Peroxidase-gekoppelten 
Anti-BrdU-Antikörper inkubiert. Die Substratreaktion erfolgte durch Zugabe der 
Luminollösung. Die Detektion der freiwerdenden Lichtmenge wurde in einem Luminometer 
durchgeführt. Die daraus resultierenden Relativen Lichteinheiten (RLU) korrelieren direkt mit 
der Menge an synthetisierter DNA und dadurch mit der Anzahl proliferierender Zellen. 
 
Bestimmung der Zellzyklusphasen 
 
Zur Analyse der Verteilung einer Zellpopulation im Zellzyklus misst man den Prozentsatz der 
Zellen in den Zellzyklusphasen. Dazu bestimmt man den DNA Gehalt der Zellen. In der G1-
Phase beträgt der DNA Gehalt 1N, in der G2/M Phase 2N, in der S-Phase liegt der Gehalt der 
DNA dazwischen. Der DNA-Gehalt wird über die Interkalation von Propidiumiodid in die 
DNA und die daraus resultierende Fluoreszenzstärke im FACS-Gerät bestimmt. 
Zur Zellzyklusmessung wurden 1×106 Zellen bei 200 rpm abzentrifugiert und einmal mit 2 ml 
PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml 90 % Ethanol resuspendiert und 
zum Fixieren 1 h auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen bei 200 rpm abzenrifugiert, 
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zweimal mit 2 ml kaltem PBS gewaschen und in PI-Puffer resuspendiert. Die Proben wurden 
bis zur Messung bei 4 °C aufbewahrt. Die Analyse der Propidiumiodid-Fluoreszenz erfolgte 
mittels FACS-Analyse.  
 
PI-Puffer: 
20 µg/ml Propidiumiodid 
20 mM EDTA, pH 8,0 
0,5 mg/ml RNaseA 
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4.  Ergebnisse 
 
 
4.1  Der Einfluss von Bcr-Abl auf die Expression von p21 in 
hämatopoetischen Zellen 
 
4.1.1 Die Expression von Bcr-Abl erhöht die Expression von p21 in 32D-Zellen 
 
Bcr-Abl dereguliert die Proliferation und das Überleben hämatopoetischer Zellen und führt so 
zur Entstehung der chronischen myeloischen Leukämie. Um diese Mechanismen näher zu 
charakterisieren, sollte untersucht werden, ob Bcr-Abl den Zellzyklusregulator p21 dereguliert 
und welche Rolle p21 in Bcr-Abl transformierten Zellen spielt. Da p21 seine Funktion vor 
allem über die Regulation seines Expressionsniveaus ausübt, wurde zunächst untersucht, ob 
das Onkoprotein Bcr-Abl die Expression von p21 beeinflusst. Um hierzu erste Hinweise zu 
gewinnen, wurden zunächst die Expressionsniveaus von p21 zwischen 32Dp210-Zellen, die 
Bcr-Abl stabil exprimieren, und untransformierten 32D-Zellen verglichen. Die p21-
Expression wurde mittels Immunoblot untersucht (Abbildung 4). Im Immunoblot ist zu sehen, 
dass die Expression von p21 in 32Dp210-Zellen im Vergleich zu 32D-Zellen deutlich erhöht 
ist. In normalen 32D-Zellen wird p21 durch den Wachstumsfaktor Interleukin 3 (IL-3) 
hochreguliert, während in 32Dp210-Zellen die p21-Expression nur geringfügig durch IL-3 
beeinflusst wird. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Expression von p21 durch die Expression 
von Bcr-Abl erhöht wird. Außerdem wird die p21-Expression in 32Dp210-Zellen nicht mehr 
deutlich durch IL-3 reguliert, während in 32D-Zellen bei IL-3-Entzug die p21-Expression 
schon nach 12 h deutlich reduziert ist. Bcr-Abl führt in 32D-Zellen folglich zur 
Wachstumsfaktor-unabhängigen Überexpression von p21. In weiteren Experimenten sollte 
untersucht werden, ob p21 ein direktes Zielmolekül von Bcr-Abl ist. Auch sollte 
ausgeschlossen werden, dass die p21-Expression in den Bcr-Abl-transformierten 32D-Zellen 
durch Sekundärmutationen beeinflusst wird. 




Abbildung 4: Die Expression von p21 wird durch die Expression von Bcr-Abl und durch IL-3 in 
32D-Zellen hochreguliert. 32D-Zellen und Bcr-Abl-exprimierende 32D-Zellen (32Dp210) wurden 
für 12 h mit einer Anfangsdichte von 1×105/ml angezogen und jeweils ohne (-) und mit (+) 
Interleukin-3 (IL-3) (5 U/ml) kultiviert. Aus den Zellinien wurden die Proteinlysate präpariert und die 
p21-Expression wurde mittels Westernblots untersucht. Parallel dazu wurde zur Ladekontrolle der 
Proteinkonzentration ß-Tubulin detektiert. Außerdem wurde die Bcr-Abl-Expression mit Antikörpern 
gegen c-Abl überprüft. 
 
 
4.1.2  Konstruktion einer induzierbaren 32D-Zellinie: 32Dtet b/a 
 
Um zu bestätigen, dass Bcr-Abl die Expression von p21 erhöht, wurde eine 32D-Zellinie 
generiert, in der die Bcr-Abl-Expression reguliert werden kann. Hierzu wurde das Tet-System 
in 32D-Zellen etabliert, mit dem die Bcr-Abl Expression in der Zelle durch Doxycyclin 
abgeschaltet werden kann. Außerdem sollte die Zellinie bei Abschalten der Bcr-Abl-
Expression noch IL-3-abhängig wachsen, so dass eine Transformation der Zellen durch 
Sekundärmutationen ausgeschlossen werden kann. Im Tet-off-System wird zur Regulation der 
Expression eines Gens der Transkriptionsaktivator tTA verwendet (schematische Abbildung 
5): Dieses besteht aus einer Fusion des Tetracyclin-Repressors (TetR) aus E. coli mit der 
Aktivatordomäne aus dem Transkriptionsfaktor VP16 des Herpes simplex Virus (Gossen et 
al., 1995). tTA bindet in Abwesenheit des Tetracyclinderivats Doxycyclin (Dox) an das Tet-
responsive-Element (TRE), einem Minimalpromoter, und aktiviert so die Expression des zu 
regulierenden Gens. Bei Anwesenheit von Doxycyclin wird tTA induziert und tTA kann nicht 
mehr an TRE binden. Die Genexpression wird abgeschaltet. 
Vor der Etablierung des Tet-Systems in 32D-Zellen wurde zunächst die Toxizität von 
Doxycyclin auf 32D-Zellen ausgetestet. Dazu wurden 32D-Zellen mit verschiedenen 
Konzentrationen an Doxycyclin inkubiert. Der Einfluss von Doxycyclin auf die 
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auf die Apoptose wurde durch AnnexinV-Messung bestimmt (Abbildung 6). Bis zu einer 
Konzentration von 1 µg/ml ist Doxycyclin nicht toxisch. Die von der Literatur 
vorgeschlagene Menge zur Induktion des tTA ist 1-2 µg Dox/ml. Das Tet-System kann also 
auch in 32D-Zellen angewendet werden. 
 
 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Tet-Systems: Das Tet-induzierbare System wurde in 
32D-Zellen etabliert: Ohne Doxycyclin bindet tTA an TRE und induziert die Expression von Bcr-Abl. 
Mit Doxycyclin wird tTA induziert und Bcr-Abl wird nicht exprimiert. tTA: Tet-Transaktivator, Dox 












Abbildung 6: Kontrolle der toxischen Wirkung von Doxycyclin auf 32D-Zellen. 32D-Zellen 
wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Doxycyclin inkubiert (1 – 10 µg/ml), um die Toxizität 
des Antibiotikums zu testen. Zum Vergleich wurden die Zellen ohne Doxycyclin inkubiert. A) Durch 
AnnexinV-Färbung und anschließende FACS-Analyse wurde zum Zeitpunkt 0 und nach 48 h die 
Anzahl apoptotischer Zellen bestimmt. B) Mittels Trypanblaufärbung wurde die Lebendzellzahl zum 
Zeitpunkt 0 und nach 48 h Stunden bestimmt. 
 
 
Etablierung einer 32D-Zellinie, die das Regulatorprotein tTA exprimiert 
Die Etablierung des Tet-Systems in 32D-Zellen erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde eine 
Zellinie konstruiert, die den Transkriptionsaktivator tTA stabil exprimierte. Dazu wurden 
32D-Zellen mit rekombinantem Retrovirus infiziert, der für tTA codiert. Außerdem enthält 
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der Virus ein Gen für Neomycin-Resistenz, das die Selektion der infizierten Zellen 
ermöglicht. Der Virusüberstand wurde aus der Verpackungs-Zellinie PA317inftTA 
hergestellt, die das tTA-Gen auf einem integrierten viralen Vektor stabil zusammen mit den 
Verpackungssequenzen enthält und die viralen Verpackungsproteine exprimiert. Die 
infizierten 32D-Zellen wurden in Weichagar kultiviert. Dieses Verfahren ermöglichte das 
Anziehen und die Isolation von Einzelzellklonen speziell von Suspensionskulturzellen. 
Insgesamt 62 32Dtet-Einzelzellklone wurden aus dem Weichagar isoliert und angezogen.  
Zur Identifizierung von Zellklonen, die den Transkriptionsaktivator tTA exprimieren, wurde 
ein enzymatischer Test mit einem Luciferase-Reportergen durchgeführt. Falls der tTA in 
einem 32Dtet-Klon exprimiert ist, sollte dieser die Expression eines Reportergens, in diesem 
Fall die Luciferase, aktivieren. Mit Doxycyclin sollte jedoch die Luciferaseexpression 
abgeschaltet werden. Das Luciferase-Gen befand sich dazu im Reporterplasmid pUHC-13-3 
unter der Kontrolle eines Doxycyclin-regulierbaren Promotors. Zum Testen der 32Dtet-Klone 
wurde jeder Klon transient mit dem Luciferase-Reportergen pUHC-13-3 transfiziert. Nach der 
Elektroporation wurden die Zellen jeweils mit oder ohne Doxycyclin inkubiert. Die 
Luciferaseaktivität wurde in einem enzymatischen Test, wie im Kapitel „Material und 
Methoden“ beschrieben, bestimmt. Die im Test erzeugte Lichtmenge wurde in relativen 
Lichteinheiten (RLU) gemessen und korrelierte direkt mit der Aktivität der Luciferase. Die 
Aktivität der Luciferase korrelierte wiederum direkt mit der Expressionsstärke der Luciferase. 
Eine hohe Induktion der Luciferaseaktivität ohne Doxycyclin-Inkubation zeigte die 
erfolgreiche Expression des Transkriptionsaktivators tTA an und erlaubte so die 
Identifizierung der richtigen 32Dtet Klone. Die Ergebnisse der Luciferase-Tests sind in 
Abbildung 7 dargestellt. Die einzelnen Klone wurden mit Nummern bezeichnet. Das Ergebnis 
des Reporterassays zeigt, dass in zahlreichen Klonen keine oder nur eine minimale 
Luciferaseaktivität gemessen wurde, die dem Hintergrund in normalen 32D-Zellen entspricht. 
Einige Klone zeigten eine sehr schwache Induktion der Luciferaseaktivität. Es wurden jedoch 
zwei Klone gefunden, die eine starke Induktion der Luciferaseaktivität ohne Doxycyclin 
aufweisen: Die Klone 4 und 54. Diese Klone wurden für die weitere Arbeit ausgewählt und 
als 32Dtet1 und 32Dtet2 bezeichnet. Durch einen Proliferationsassay wurde sichergestellt, 
dass die Klone ähnlich schnell proliferieren wie die Ausgangszellen (32D) und 
Wachstumsfaktor-abhängig sind. 






















Abbildung 7: Etablierung einer 32D-Zellinie, die das Regulatorprotein tTA exprimiert. Um 
32Dtet-Klone zu identifizieren, die den Transkriptionsaktivator tTA des Tet-Systems exprimieren, 
wurden alle Klone mit einem Doxycyclin-induzierbaren Luciferase-Reporterplasmid (pUHC-13-3) 
elektroporiert und anschließend entweder ohne (weiße Balken) oder mit (schwarze Balken) 
Doxycyclin (2 µg/ml) inkubiert. 24 h nach der Elektroporation wurde aus den elektroporierten Zellen 
der Proteinrohextrakt geerntet und die Luciferaseaktivität der Proteinrohlysate wie im Kapitel 
„Material und Methoden“ beschrieben gemessen. Die Lichtmenge wurde in Relativen Lichteinheiten 
(RLU) gemessen und diente als Maß für die Expression der Luciferase. Die Normierung der RLU auf 
die Transfektionseffizienz erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. 
 
 
Herstellen einer 32Dtet-Zellinie mit Doxycyclin-regulierbarer Bcr-Abl-Expression 
Um Bcr-Abl durch tTA regulieren zu können, wurden im zweiten Schritt die Klone 32Dtet1 
und 32Dtet2 mit einem regulierbaren Bcr-Abl Plasmid infiziert. Dieses Plasmid wurde 
konstruiert, indem das bcr-abl vor den regulierbaren Promoter TRE im Plasmid pBIL kloniert 
wurde und so das Plasmid pBIL-b/a konstruiert wurde. Die Funktionalität des Plasmids pBIL-
b/a wurde in der Zellinie 293tetoff getestet. Diese Zellinie exprimiert stabil den 
Transkriptionsaktivator tTA und wird deshalb zur funktionellen Kontrolle der Doxycyclin-
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exprimiert werden, mit Doxycyclin sollte die Bcr-Abl-Expression abgeschaltet sein. Die 
Regulation der Expression von Bcr-Abl durch Doxycyclin-Zugabe wurde nach Transfektion 
der Zellinie 293tetoff mit pBIL-b/a mittels Westernblot analysiert (Abbildung 8). Das 
Ergebnis zeigt, dass ohne Doxycyclin Bcr-Abl exprimiert wird, während mit Doxycyclin die 
Expression von Bcr-Abl in der Zellinie 293tetoff reduziert wird. Somit konnte die 




Abbildung 8: Funktionale Kontrolle der Doxycyclin-abhängigen Bcr-Abl-Expression im Plasmid 
pBIL-b/a. Die Zellinie 293tetoff wurde mit pBIL-b/a transfiziert (Spur 1 und 2) und für 48 h mit (+) 
und ohne (-) Doxycyclin (2 µg/ml) inkubiert. Zur Negativ-Kontrolle wurde der Leervektor pcDNA3 
transfiziert (Spur 3). Zur Expressionskontrolle von Bcr-Abl wurden Cos7-Zellen mit Leervektor (Spur 
4) oder pcDNA3-bcr-abl transfiziert (Spur 5). Die Bcr-Abl Expression wurde mittels Westernblot 
durch einen Antikörper gegen c-Abl überprüft. Es wurden gleiche Proteinmengen aufgetragen. Die 
Laufhöhe von Bcr-Abl und endogenem Abl ist jeweils mit Pfeilen angegeben. 
 
Um 32Dtet Klone herzustellen, die Bcr-Abl Doxycyclin-reguliert exprimieren, wurden die 
Zellinien 32tet1 und 32Dtet2 mit pBIL-b/a mittels Elektroporation transfiziert und zur 
Selektion ein Puromycin-Resistenzgen (pApuro) verwendet. Die Zellen wurden stets in 
IMDM-Medium mit 10 % FCS und 10 % Wehi-3B-Überstand angezogen. In den 
resultierenden Mischklonen 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a wurde die Expression und 
Regulierbarkeit von Bcr-Abl durch Doxycyclin mittels Westernblot überprüft (Abbildung 9). 
Im Westernblot konnte gezeigt werden, dass Bcr-Abl in den Mischklonen exprimiert wurde 







































Abbildung 9: Kontrolle der Expression und Doxycyclin-Regulierbarkeit von Bcr-Abl in den 
polyklonalen Zellkulturen 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a. Zur Konstruktion von 32D-Zellinien, in 
denen die Bcr-Abl-Expression durch Doxycyclin reguliert werden kann, wurden die Zellinien 32Dtet1 
und 32Dtet2 (exprimieren den Transkriptionsaktivator tTA) mit 19 µg pBIL-b/a und 1 µg pApuro 
elektroporiert. Die Zellen wurden für 7 Tage mit 0,5 µg/ml Puromycin selektiert. Die daraus 
resultierenden polyklonalen Zellinien 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a wurden ohne (-) und mit (+) 2 
µg/ml Doxycyclin für 72 h angezogen. Anschließend wurde Proteinrohextrakt aus den Zellen 
präpariert und die Bcr-Abl Expression wurde mittels Westernblot durch c-Abl-Antikörper analysiert 
(Spur 1 – 4). Zur Positivkontrolle der Bcr-Abl-Expression wurde Lysat aus 32Dbcr-abl-Zellen 
aufgetragen (Spur 5). Zur Ladekontrolle gleicher Proteinmengen wurde ß-Tubulin mittels Antikörpern 
detektiert. 
 
Um Einzelzellklone zu generieren, wurden die Zellen in 96-Well Platten vereinzelt und 
angezogen. Das Ziel war, 32Dtetb/a-Klone zu identifizieren, in denen Bcr-Abl exprimiert 
wird, aber im nicht-induzierten Zustand (mit Doxycyclin) nur geringe Hintergrundexpression 
von Bcr-Abl vorhanden ist. Die Bcr-Abl-Expression wurde zunächst durch einen Apoptose-
Assay mittels AnnexinV-Färbung funktionell getestet. Dieser Assay beruhte auf der 
Wachstumsfaktor-Abhängigkeit der Klone im induzierten Zustand: Ohne Doxycyclin sollten 
die richtigen Klone in Wachstumsfaktor-freiem Medium durch die Bcr-Abl-Expression 
überleben, da Bcr-Abl IL-3-unabhängige Proliferation vermittelt. Bei Abschalten der Bcr-
Abl-Expression durch Doxycyclin sollten Wachstumsfaktor-abhängige Zellen im Medium 
ohne IL-3 sterben. In Abbildung 10 ist die Anzahl apoptotischer Zellen mit und ohne 
Doxycyclin der einzelnen 32Dtetb/a-Klone dargestellt. Die Klone zeigen sehr 
unterschiedliche Induktion der Apoptose mit Doxycyclin. Es wurden die Klone identifiziert, 
die ohne Doxycyclin möglichst geringe Apoptose und mit Doxycyclin eine möglicht hohe 
Anzahl apoptotischer Zellen zeigen. Zusätzlich zum funktionellen Assay wurde in einem Teil 
der Klone die Bcr-Abl-Expression und Regulierbarkeit mittels Immunoblot getestet, wie für 
die Mischklone beschrieben (Abbildung 11). Die Immunoblots zeigen, dass Bcr-Abl in den 
Einzelzellklonen exprimiert wird und durch Doxycyclin in den meisten Klonen die 
Expression von Bcr-Abl reduziert wird. Auf diese Weise wurden Wachstumsfaktor-abhängige 
32Dtet1 b/a 32Dtet2 b/a
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32Dtetb/a Einzelzellklone isoliert, mit möglichst hoher Bcr-Abl Expression und möglichst 
geringer Basalexpression. Basierend auf den Westernblots und den funktionalen Assays 
wurden die Klone 32Dtet b/a 1/1, 32Dtet b/a 2/11 und 32Dtet b/a 2/39 für weitere Studien 
ausgewählt. 
 
Abbildung 10: Kontrolle der Expression und Doxycyclin-Regulierbarkeit von Bcr-Abl in 
Einzelzellklonen von 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a durch AnnexinV-Assay. Die polyklonalen 
Zellkulturen 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a wurden vereinzelt und mit Nummern benannt. Um die 
Doxycyclin-Regulierbarkeit von Bcr-Abl in 32Dtetb/a-Klonen funktionell zu testen, wurden die Zellen 
für 24 h ohne (weiße Balken) und mit (schwarze Balken) Doxycyclin (2 µg/ml) in IL-3-freiem 
Medium inkubiert. Nach 24 h wurde der Anteil apoptotischer Zellen der Ansätze durch AnnexinV-
Färbung und FACS-Analyse bestimmt. Da Bcr-Abl Wachstumsfaktor-unabhängiges Wachstum in den 
Zellen erzeugt, sollten die Zellen ohne Doxycyclin bei Bcr-Abl-Expression nicht apoptotisch sein. Mit 
Doxycyclin sollte in Doxycyclin-regulierbaren Klonen die Bcr-Abl-Expression abgeschaltet werden 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 11: Testen der Expression und Doxycyclin-Regulierbarkeit von Bcr-Abl in 
Einzelzellklonen von 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a durch Immunoblot. Die polyklonalen 
Zellkulturen 32Dtet1 b/a und 32Dtet2 b/a wurden vereinzelt und mit Nummern benannt. In ungefähr 
20 Einzelzellklonen wurde die Doxycyclin-regulierbare Expression von Bcr-Abl untersucht. Hierzu 
wurden die Zellklone jeweils für 48 h ohne (-) und mit (+) 2 µg/ml Doxycyclin inkubiert und 
anschließend Proteinlysate präpariert. Die Expression von Bcr-Abl wurde jeweils mittels Immunoblot 
durch c-Abl-Antikörper überprüft. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen geladen. Zur 
Negativkontrolle wurde Lysat aus 32D-Zellen geladen, zur Positivkontrolle der Bcr-Abl-Expression 
wurde Lysat aus 32Dbcr-abl-Zellen verwendet.  
 
 
4.1.3  Die Expression von p21 wird in Abhängigkeit von Bcr-Abl reversibel 
hochreguliert  
 
Um zu überprüfen, ob die p21-Expression durch Bcr-Abl direkt reguliert wird, wurde die p21-
Expression in den Zellinien 32Dtet b/a 1/1, 32Dtet b/a 2/11 und 32Dtet b/a 2/39 in 
Korrelation zur Bcr-Abl-Expression untersucht. Dazu wurde die Bcr-Abl-Expression in den 
Zellinien durch Doxycyclin reguliert. Außerdem wurden 32Dp210-Zellen, die Bcr-Abl stabil 
exprimieren mit und ohne Doxycyclin kultiviert, um einen unspezifischen Effekt von 
Doxycyclin auf die p21-Expression auszuschließen. Die Analyse der p21-Expression erfolgte 
mittels Westernblot, parallel dazu wurde die erfolgreiche Bcr-Abl-Regulation kontrolliert. In 
Abbildung 12 ist zu sehen, dass bei Abschalten der Bcr-Abl-Expression durch Doxycyclin in 
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Klon 32Dtet b/a 2/39 auch die p21-Expression auf das Niveau in untransformierten 32Dtet-
Zellen (mit IL-3) herunterreguliert wird. Dies wurde auch in 2 weiteren Klonen bestätigt. Das 
Experiment zeigt, dass die Expression von p21 abhängig ist von der Expression von Bcr-Abl. 
In 32Dp210-Zellen wurde ein unspezifischer Effekt von Doxycyclin auf die p21-Expression 
ausgeschlossen. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Bcr-Abl die Expression von 
p21 direkt aktiviert. Somit ist die Überexpression von p21 durch Bcr-Abl in 32Dp210-Zellen 
nicht auf Sekundärmutationen in Bcr-Abl-transformierten Zellen zurückzuführen. 
 
Abbildung 12: Die Expression von p21 wird durch die Expression von Bcr-Abl reversibel 
aktiviert. 32Dtet b/a 2/39 Zellen wurden hergestellt, in denen die Expression von Bcr-Abl durch 
Doxycyclin abgeschaltet werden kann. Die 32Dtet b/a 2/39 Zellen wurden für 72 h ohne (-) und mit 
(+) 2 µg/ml Doxycyclin mit IL-3-haltigem Wehi-3B-Überstand (10%) angezogen (Spur 1 und 2). Zur 
Kontrolle wurden 32Dtet2 und 32Dp210-Zellen ebenfalls mit 10% Wehi-3B-Überstand angezogen 
(Spur 3 und 4). Außerdem wurden zur Kontrolle 32Dp210-Zellen mit (+) und ohne (-) Doxycyclin 
angezogen (Spur 5 und 6). Aus allen Ansätzen wurden Proteinlysate präpariert und mittels 
Westernblot wurde durch c-Abl-Antikörper die Bcr-Abl-Expression überprüft. Mit Antikörpern gegen 
p21 wurde die p21-Expression in Abhängigkeit der Bcr-Abl-Expression analysiert. Zur Ladekontrolle 
wurde ein ß-Tubulin-Westernblot durchgeführt. 
 
 
4.1.4  Die Expression von p21 wird durch die Kinaseaktivität von Bcr-Abl reguliert 
 
In einem weiteren System wurde untersucht, ob die Aktivierung der p21-Expression abhängig 
von der Kinaseaktivität von Bcr-Abl ist. Dazu wurde die Bcr-Abl-Aktivität durch den Abl-
Kinase-Inhibitor STI571 (Imatinib, Gleevec®) blockiert und parallel dazu die Expression von 
p21 untersucht. Um die Spezifität der Inhibition zu überprüfen wurde parallel zu „Wildtyp“-
Bcr-Abl (Bcr-Abl wt) eine Mutante von Bcr-Abl verwendet, die resistent gegen die Inhibition 
durch STI571 ist: Bcr-Abl T315I (Warmuth et al., 2003). Diese Mutante besitzt einen 
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Dadurch kann STI571 nicht mehr in die „Inhibitor-Tasche“ von Bcr-Abl binden, die 
benachbart zur ATP-Bindestelle liegt, und somit die Kinase-Aktivität von Bcr-Abl nicht 
inhibieren. ATP kann jedoch binden und die Mutante Bcr-Abl T315I besitzt immer noch eine 
normale Kinase-Aktivität (schematische Darstellung in Abbildung 13 A und B). 
 
Konstruktion der Zellinien 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I 
Zunächst wurden 32D Zellinien hergestellt, die entweder Bcr-Abl wt oder Bcr-Abl T315I 
stabil exprimieren. Hierzu wurden 32D-Zellen mit gleichen Titern von Bcr-Abl wt- oder Bcr-
Abl T315I-Viren infiziert. Die rekombinanten Viren wurden hierzu mit den retroviralen 
Plasmiden  pMSCV-bcr-abl-IRES-EGFP und pMSCV-bcr-ablT315I-IRES-EGFP produziert. 
Zwei Tage nach der Infektion wurden die Zellen durch Entzug des Wachstumsfaktors auf IL-
3-unabhängiges Wachstum selektiert, das durch das zu selektierende Gen Bcr-Abl vermittelt 
wurde. Auf diese Weise wurden die Zellinien 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I 
konstruiert. Zur Negativkontrolle wurden 32D-Zellen mit Leervektor ohne Bcr-Abl (pMSCV-
IRES-EGFP) infiziert. Sie starben bei der Selektion ohne IL-3 vollständig ab. Die erfolgreiche 
Infektion und Selektion wurde durch die Analyse der GFP-positiven Zellen in den Linien 
32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I durch FACS-Analyse überprüft, da die GFP-Expression 
mit der Expression von Bcr-Abl gekoppelt war. Die Anzahl GPF-positiver Zellen betrug nach 
abgeschlossener Selektion 95 %.  
Um die Expression von Bcr-Abl wt und der Mutante Bcr-Abl T315I funktionell in den 
Zellinien 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I zu kontrollieren, wurde die Wirkung von 
STI571 auf das Überleben beider Zellinien überprüft. In Abbildung 13 C ist zu sehen, dass 
32Dbcr-abl wt Zellen sensibel gegen STI571 sind und mit steigender Konzentration an 
STI571 sterben. Im Gegensatz dazu sind die 32Dbcr-abl T315I- Zellen resistent gegen STI571 
und überleben trotz steigender STI571-Konzentrationen. Zusätzlich zur funktionellen Analyse 
der Zellinien wurde in den 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I Zellen die Expression von 
Bcr-Abl und p21 mittels Westernblot analysiert (Abbildung 13 D). Der Westernblot zeigt, 
dass beide Zellinien gleiche Mengen an Bcr-Abl und p21 exprimieren. Um zu überprüfen, ob 
Bcr-Abl in beiden Zellinien die gleiche Kinase-Aktivität zeigt, wurde in den Proteinlysaten 
beider Zellinien die Phosphotyrosin-Phosphorylierung durch einen Anti-Phosphotyrosin-
Antikörper im Westernblot untersucht. In Abbildung 13 D ist zu sehen, dass 32Dbcr-abl wt 
und 32Dbcr-abl T315I Zellen eine gleich starke Phosphotyrosin-Phosphorylierung im 
Gesamtzellysat aufweisen.  




Abbildung 13: Funktionelle Kontrolle der Generierung der Zellinie 32Dbcr-abl wt und der 
STI571-resistenten Zellinie 32Dbcr-abl T315I. A) Dargestellt ist der Bindungsmodus des STI571-
Derivats an die Abl-Kinase. Ein STI571-Derivat (blau) bindet in eine definierte Tasche (Aminosäuren 
gelb dargestellt) der Abl-Kinase (Schindler et al., 2000). B) Der Austausch der Aminosäure Threonin 
315 gegen Isoleucin in der Bindetasche von Bcr-Abl führt zu einer Blockade der STI571-Bindung. 
Dadurch wird die Bcr-Abl T315I Mutante generiert, die nicht mehr durch STI571 inhibiert werden 
kann (Warmuth et al., 2003). Durch ihre Expression in 32D-Zellen wurden STI571-resistente 32D-
Zellen hergestellt werden. C) Um die Expression von Bcr-Abl wt und Bcr-Abl T315I in den Zellinien  
32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I funktionell zu bestätigen, wurde die toxische Wirkung und 
Kinetik von STI571 in beiden Zellinien getestet. Beide Zellinien wurden mit verschiedenen 
Konzentrationen an STI571 (0 - 2,5 µM) für 72 h inkubiert. Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde zu 
verschiedenen Zeitpunkten durch AnnexinV-Messungen bestimmt. D) Außerdem wurde in den 
Zellinien 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I die Expression von Bcr-Abl und p21 mittels 
Westernblots überprüft. Die Tyrosinphosphorylierung wurde in beiden Zellinien durch einen anti-
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Die Expression von p21 in Abhängigkeit der Kinaseaktivität von Bcr-Abl 
Um zu untersuchen, ob die Expression von p21 durch die katalytische Aktivität der Bcr-Abl-
Kinase aktiviert wird, wurde in den Zellinien 32Dbcr-abl wt die Bcr-Abl-Kinase durch 
STI571 blockiert. Mittels Westernblot wurde die Auswirkung der Bcr-Abl-Blockade und 
somit die Auswirkung von STI571 auf das Expressionsniveau von p21 überprüft. Außerdem 
wurde in den Ansätzen die Wirkung von STI571 auf das Überleben der Zellen durch 
AnnexinV-Messung und Bestimmung der Lebendzellzahl kontrolliert. In Abbildung 14 A 
(linker Westernblot) ist zu sehen, dass die p21-Expression schon nach 6h STI571-Inkubation 
reduziert wird. Auch nach 12 h ist die Abnahme der p21-Expression zu sehen. Nach 24 h ist 
die p21-Expression stark reduziert, allerdings wurde in den 32Dbcr-abl wt Zellen nach 24 h 
durch 1 µM STI571 auch Apoptose induziert (40% apoptotische Zellen, Abbildung B) und die 
Lebendzellzahl war gegenüber dem Zeitpunkt 0 reduziert (Abbildung 14 C). Deshalb kann 
dieser Zeitpunkt nicht mehr für die korrekte Analyse der p21-Expression gewertet werden. 
Auch die ß-Tubulin-Konzentration ist zu diesem Zeitpunkt in den Zellen auf Grund der 
einsetzenden Apoptose vermindert. Dennoch zeigt auch der 24 h-Wert, dass die p21-
Expression bei Blockade der Bcr-Abl-Kinaseaktivität durch STI571 herunterreguliert wird. 
Um einen unspezifischen inhibitorischen Effekt von STI571 in Bcr-Abl-transformierten 32D-
Zellen auszuschließen, wurde zur Kontrolle auch in der Zellinie 32Dbcr-abl T315I die 
Auswirkung von STI571 auf das p21-Expressionsniveau kontrolliert. In dieser Zellinie kann 
Bcr-Abl T315I auf Grund der Mutation nicht blockiert werden. In Abbildung 14 A (rechter 
Westernblot) ist zu sehen, das p21 in dieser Zellinie nicht durch STI571 herunterreguliert 
wird. Unspezifische Effekte von STI571 auf die p21-Expression können deshalb durch dieses 
Kontrollexperiment ausgeschlossen werden. Somit zeigen die Ergebnisse dieses Versuchs, 
dass p21 durch die katalytische Aktivität der Bcr-Abl-Kinase aktiviert wird, denn eine 
Blockade der Bcr-Abl-Aktivität durch STI571 führt zur Reduktion der p21-Expression. 
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus Kapitel 4.1, dass Bcr-Abl die Expression von 
p21 in 32D-Zellen induziert. Dies führt zur Überexpression von p21 im Vergleich zu 






























Abbildung  14: Die Expression von p21 wird durch die Kinaseaktivität von Bcr-Abl induziert. 
A) Die Zellinien 32Dbcr-abl wt und 32Dbcr-abl T315I wurden mit 1 µM STI571 inkubiert. Aus den 
Ansätzen wurden zum Zeitpunkt 0 und nach 6, 12 und 24 h Proteinlysate präpariert. Mittels 
Westernblot wurde die Expression von p21 in den Proteinlysaten zu den jeweiligen Zeitpunkten 
analysiert. Die Bcr-Abl-Expression wurde ebenfalls mittels Westernblot durch einen c-Abl-Antikörper 
überprüft. Zur Ladekontrolle wurde ein ß-Tubulin-Westernblot durchgeführt. B) Die Anzahl 
apoptotischer Zellen wurde in den 32bcr-abl wt Zellen (weiße Balken) und 32Dbcr-abl T315I Zellen 
(schwarze Balken) zum Zeitpunkt 0 und nach 6, 12 und 24 h nach STI571-Inkubation durch 
AnnexinV-Färbung bestimmt. C) Parallel zur Apoptose wurde die Lebendzellzahl von 32bcr-abl wt 
Zellen (weiße Balken) und 32Dbcr-abl T315I Zellen (schwarze Balken) nach Trypanblaufärbung zu 
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4.2  Der Einfluss von Bcr-Abl auf die zelluläre Lokalisation von p21 
 
p21 kann sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma von Zellen lokalisiert sein. Die 
nukleäre Lokalisation von p21 spricht für eine Zellzyklus-inhibitorische Funktion von p21, 
die zytoplasmatische Lokalisation wird mit der anti-apoptotischen Funktion von p21 
korreliert. Um Hinweise auf die Funktion von p21 zu erhalten, wurde die Lokalisation von 
p21 in zwei unterschiedlichen Systemen untersucht. In Cos7-Zellen, die auf Grund ihres 
adhärenten Wachstums für die Untersuchung der zellulären Lokalisation eines Proteins sehr 
gut geeignet sind, und in 32D-Zellen, die ein relevantes hämatopoetisches Zellsystem für die 
Untersuchung der Funktion von Bcr-Abl sind. 
 
4.2.1  Die Bcr-Abl-abhängige Lokalisation von p21 in Cos7-Zellen 
 
Die zelluläre Lokalisation von p21 in Abhängigkeit von Bcr-Abl wurde zunächst in Cos7-
Zellen untersucht, da adhärente Zellen besonders für Immunfluoreszenz-Experimente zur 
Bestimmung der zellulären Lokalisation von Proteinen geeignet sind. Dazu wurden Cos7-
Zellen mit pcDNA3-p21 und pcDNA3-bcr-abl cotransfiziert und anschließend im 
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Zur Kontrolle erfolgte jeweils eine Einzeltransfektion der 
Plasmide. In einem Teil der Zellen wurde mittels Westernblot die erfolgreiche Transfektion 
und Expression von p21 und Bcr-Abl überprüft (Abbildung 16). Der Westernblot zeigt, dass 
p21 und Bcr-Abl in den Cos7-Zellen exprimiert werden. Parallel dazu wurde mittels in-situ-
Immunfluoreszenz die Lokalisation von p21 und Bcr-Abl in den Cos7-Zellen analysiert 
(Abbildung 15). Der Hintergrund des endogenen p21 war so gering, dass er bei der 
eingestellten Belichtungszeit nicht zu detektieren war. Dies ist in Abbildung 15 (obere Reihe) 
zu sehen: Mit der DAPI-Färbung sind weitaus mehr Zellkerne angefärbt, als durch die 
Immunfärbung von p21. Die Fluoreszenzbilder zeigen, dass p21 bei Einzeltransfektion in 
transfizierten Zellen nur im Kern von Cos7-Zellen lokalisiert ist. Dagegen ist p21 bei 
Coexpression mit Bcr-Abl sowohl im Kern als auch im Zytoplasma der Zellen zu detektieren 
(Abbildung 15, untere Reihe). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Expression von Bcr-Abl in 
Cos7-Zellen die Lokalisation von überexprimiertem p21 verändert: p21 wird durch die 
Expression von Bcr-Abl im Zytoplasma lokalisiert. Da jedoch Cos7-Zellen kein 
hämatopoetisches Zellsystem sind, sollte auch die Lokalisation von p21 in Bcr-Abl-
transfizierten hämatopoetischen Zellen untersucht werden. Hierzu erfolgte eine Analyse der 
p21-Lokalisation in 32Dp210-Zellen, die bereits in Kapitel 4.1 verwendet wurden. 

















Abbildung 15: Die Lokalisation von p21 in Cos7-Zellen in Abhängigkeit der Bcr-Abl-
Expression. Um den Einfluss von Bcr-Abl auf die zelluläre Lokalisation von p21 zu untersuchen, 
wurden Cos7-Zellen mit pcDNA3-bcr-abl und pcDNA3-p21 cotransfiziert (untere Reihe). Zur 
Kontrolle erfolgte eine Einzeltransfektion von Cos7-Zellen mit pcDNA3-p21 (obere Reihe). Durch in-
situ-Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von p21 und Bcr-Abl im Fluoreszenzmikroskop 
überprüft. Zur Detektion des anti-p21-Antikörpers wurde ein FITC-markierter sekundärer Antikörper 
eingesetzt. Zur Detektion von Bcr-Abl wurde ein Antikörper gegen c-Abl verwendet, der 
Sekundärantikörper war mit TRITC markiert. Zur Markierung des Zellkerns wurden die Zellen 














































pcDNA3- Abbildung 16: Kontrolle der transienten Expression von 
p21 und Bcr-Abl in Cos7-Zellen. Zur Lokalisation von p21 
durch Immunfluoreszenz in Cos7-Zellen wurden Cos7-
Zellen mit den Plasmiden pcDNA3-p21 und pcDNA3-bcr-
abl entweder einzeln transfiziert (Spur 2 und 4) oder 
kotransfiziert (Spur 3). Zur Kontrolle wurde der Leervektor 
pcDNA3 transfiziert (Spur 1). Aus den transfizierten Zellen 
wurden Proteinlysate präpariert. Die erfolgreiche 
Transfektion und die Expression von Bcr-Abl und p21 
wurden durch Westernblots überprüft. Antikörper gegen p21 
oder c-Abl wurden verwendet. Zur Ladekontrolle wurde ein 
ß-Tubulin-Westernblot durchgefürt. 




4.2.2 Die Bcr-Abl-abhängige Lokalisation von p21 in 32D-Zellen 
 
In 32D-Zellen wurde untersucht, ob die Lokalisation von p21 durch Bcr-Abl verrändert wird. 
Dazu wurde die Lokalisation von p21 in untransfizierten 32D-Zellen und Bcr-Abl-
transformierten 32D-Zellen untersucht. Die stabil mit Bcr-Abl infizierten 32D-Zellen aus 
Kapitel 4.1.1, 32Dp210, wurden hierzu verwendet. Mit beiden Zellinien wurde eine in-situ-
Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt, die im Methodenteil für Suspensionskulturzellen 
beschrieben wird. Die stabile Expression von Bcr-Abl und die endogene Expression von p21 
wurden bereits in Westernblots überprüft (Kap. 4.1.1, Abbildung 4). In den 
Fluoreszenzbildern in Abbildung 17 ist zu erkennen, dass p21 sowohl in 32D als auch in 
32Dbcr-abl Zellen ausschließlich im Zellkern lokalisiert ist. Somit wurde die nukleäre 
Lokalisation von p21 durch die Bcr-Abl-Expression in 32D-Zellen nicht verändert. Da das 
hämatopoetische 32D-Zellsystem für die Untersuchung von Bcr-Abl relevanter ist als die 
Cos7-Zellinie, kann davon ausgegangen werden, dass p21 in Bcr-Abl-positiven 
hämatopoetischen Zellen im Zellkern lokalisiert ist. Die zytoplasmatische Lokalisation von 
p21 kann in Cos7-Zellen von der Überexpression von p21 herrühren, welches eventuell 
zusätzlich durch Bcr-Abl hochreguliert wird. In 32D-Zellen wurde dagegen nur die endogene 
Expression von p21 untersucht.  
In den 32D-Zellen ist auch gut zu erkennen, dass das Fluoreszenzsignal in 32Dbcr-abl- Zellen 
(Abbildung 17, untere Reihe) stärker ist als in 32D-Zellen (Abbildung 17, obere Reihe). Dies 
kann auf die Aktivierung der Expression von p21 durch Bcr-Abl zurückgeführt werden, die in 
Kapitel 4.1 ausführlich in 32D-Zellen gezeigt wurde. Wie aus der Einleitung hervorgeht, ist 
die zytoplasmatische Lokalisation von p21 in manchen zellulären Systemen mit einer anti-
apoptotischen Funktion von p21 korreliert (Asada et al., 1999; Zhou et al., 2001). Dagegen 
deutet die Lokalisation von p21 im Zellkern darauf hin, dass p21 eine Zellzyklus-
regulatorische Funktion ausübt (LaBaer et al., 1997). Allein aus den p21-Lokalisationsstudien 
kann jedoch nicht auf die Funktion von p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen geschlossen werden. 
Deshalb wurde im anschließenden Kapitel die biologische Funktion von p21 in der 
Proliferation und in der Apoptose in Bcr-Abl-transformierten Zellen funktionell untersucht. 
 






Abbildung 17: Die Lokalisation von p21 in Bcr-Abl-positiven 32D-Zellen. Die Lokalisation von 
p21 wurde in 32D-Zellen (1-3) und Bcr-Abl-transformierten 32D-Zellen, 32Dp210-Zellen, (4-6) durch 
in-situ-Immunfluoreszenz überprüft. Dazu wurden die Zellen mit einem Antikörper gegen p21 und 
einem FITC-markierten Sekundärantikörper angefärbt. Die Analyse erfolgte im konfokalen 
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4.3  Die biologische Funktion von p21 in der Proliferation Bcr-Abl-
positiver Zellen 
 
In Kapitel 4.1 wurde gezeigt, dass p21 durch Bcr-Abl in einer hämatopoetischen Zellinie 
hochreguliert wird. Zunächst erscheint es paradox, dass in einer transformierten Zelle ein 
potentieller Proliferationsinhibitor durch das Onkogen selbst hochreguliert wird. p21 kann 
jedoch abhängig vom zellulären Kontext und seinem Expressionsniveau die Proliferation 
nicht nur inhibieren, sondern auch aktivieren. Deshalb stellte sich die Frage, welche 
biologische Funktion p21 in der Bcr-Abl positiven Zellen erfüllt: Aktiviert oder reduziert p21 
die Proliferation Bcr-Abl-transformierter Zellen? Und welchen Einfluss hat p21 auf die 
Apoptose Bcr-Abl-transformierter Zellen? 
 
Um diese Frage zu klären, wurde die Funktion von p21 mit Hilfe von p21-„Knockout“-Zellen 
(p21-/- Zellen) im Vergleich zu normalen Zellen mit p21-Expression jeweils in Bcr-Abl-
positiven Zellen untersucht. Als Model für hämatopoetische Zellen wurden 
Knochenmarkzellen aus der Maus gewählt. Das Knochenmark wurde aus p21-„Knockout“-
Mäusen präpariert und parallel dazu aus den normalen Kontrollmäusen. Beide 
Knochenmarkpopulationen wurden mit Bcr-Abl infiziert (Abbildung 18). Dazu wurde 
rekombinanter Retrovirus hergestellt, der das Konstrukt pMSCV-bcr-abl-IRES-EGFP 
verpackte. Nach der Infektion beider Zellpopulation wurden die Zellen auf Wachstumsfaktor-
unabhängige Proliferation selektiert, die durch die Expression von Bcr-Abl vermittelt wird. 
Zwei Wochen nach der Selektion erfolgte die Kontrolle der Bcr-Abl Expression sowohl durch 
Analyse der Anzahl GFP-positiven Zellen, da die Bcr-Abl Expression über eine interne 
Ribosomen-Bindestelle (IRES) mit der GFP Expression gekoppelt wurde, als auch durch 
einen Westernblot mit Proteinlysaten beider Zellinien. Der „Knockout“ von p21 wurde 
ebenfalls durch Immunoblot kontrolliert (Abbildung 18). Die Westernblots zeigen, dass beide 
Zellinien Bcr-Abl exprimierten. Die p21-/- Knochenmarkzellen zeigten keine p21-Expression. 











Abbildung 18: Konstruktion und Kontrolle der Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/-: 
Knochenmarkzellen aus „Wildtyp“ (wt) Mäusen und p21-„Knockout“ (p21-/-) Mäusen wurden mit 
Bcr-Abl infiziert, um die Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- zu generieren. Die Expression von 
Bcr-Abl und der „Knockout“ von p21 wurden mittels Westernblot überprüft. Zur Ladekontrolle wurde 
die ß-Tubulin-Expression überprüft. 
 
 
Obwohl in den folgenden Experimenten die Knochenmarkzellen ohne Differenzierungsfaktor 
inkubiert wurden, sollte zur Kontrolle untersucht werden, ob das Fehlen von p21 die 
Differenzierung von Bcr-Abl-positiven Knochenmarkzellen verändert. Denn es sollte 
sichergestellt werden, dass für alle folgenden Experimente Zellen mit gleichem 
Differenzierungsgrad verglichen werden. Dazu wurde der Differenzierungsstatus der 
Knochenmarkzellen KMb/a p21-/- und KMb/a wt durch FACS-Analyse einer Auswahl an 
hämatopoetischen Oberflächenmarkern zwei und vier Wochen nach der Infektion überprüft. 
Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Bcr-Abl-positiven Knochenmarkzellinien aus WT und 
p21-/- Mäusen sowohl nach 2 als auch nach 4 Wochen nicht im Differenzierungszustand 
unterscheiden. Beide Zellinien entwickeln sich wie erwartet in diesem Zellkulturmodell in die 
lymphatische Richtung. Das Fehlen von p21 beeinflusst im untersuchten Zeitraum nicht die 



























Oberflächenmarker hämatopoetischer Zellen KMb/a wt KMb/a p21-/- 
B/T-Zell-Marker: CD45R/B220 98 % 98 % 


















Stammzell-Marker: Sca-1 2 % 2 % 
 
Abbildung 19: Der Differenzierungsstatus von KMb/a p21-/- und KMb/a wt Zellen ist identisch. 
Der Differenzierungsstatus der Zellinien KMb/a p21-/- und KMb/a wt wurde 2 Wochen nach der 
Infektion untersucht. Dazu wurden die hämatopoetischen Oberflächenmarker der beiden Zellinien 
durch Antikörper wie im Kapitel Methoden beschrieben charakterisiert. Durch FACS-Analyse wurde 




4.3.1  In Bcr-Abl-transformierten Knochenmarkzellen verlangsamt p21 die 
Proliferation 
 
Um den Einfluss von p21 auf die Proliferation in Bcr-Abl-positiven hämatopoetischen Zellen 
zu untersuchen, wurde die Zunahme der Lebendzellzahl der beiden primären Zellinien KMb/a 
p21-/- und KMb/a wt im Zeitraum von 48 h verglichen (Abbildung 20 A). Die Experimente 
wurden 2 Wochen nach der Infektion der Zellen durchgeführt. Parallel zur Lebendzellzahl 
wurde untersucht, ob p21 die Apoptose beider Zellinien beeinflusst (Abbildung B und C). Die 
Apoptose entspricht hier der endogenen Apoptose bei normaler Kultivierung der Zellen und 
ist nicht durch äußere Einflüsse oder toxische Substanzen induziert. Die Apoptose in beiden 
Zellinien könnte die Zunahme der Lebendzellzahl beeinflussen. Deshalb wurde parallel zur 
Lebendzellzahl der Prozentsatz apoptotischer Zellen durch AnnexinV-Messung bestimmt. Die 
Ergebnisse in Abbildung 20 zeigen, dass das Fehlen von p21 das Wachstum der Bcr-Abl 
transformierter Knochenmarkzellen beschleunigt, da KMb/a p21-/- Zellen schneller wachsen 
als KMb/a wt Zellen (Abbildung 20 A). Die Apoptose wird durch den p21-„Knockout“ in den 
Bcr-Abl-positiven Zellen nicht beeinflusst, da beide Zellinien über den Zeitraum von 48 h den 
gleichen Prozentsatz an apoptotischen Zellen aufweisen (Abbildung B). Auch über einen 
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Zeitraum von vier Wochen ist die mittlere Verteilung der Anzahl apoptotischer Zellen nicht 
signifikant unterschiedlich (Abbildung C). Somit zeigen die Untersuchungen zur Rolle von 
p21 in Bcr-Abl-positiven Knochenmarkzellen, dass p21 die Proliferation abschwächt und die 
Apoptose nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis wird auch durch die Lokalisationsexperimente 
aus Kapitel 4.2 bestätigt: p21 ist in Bcr-Abl-positiven Zellen ausschließlich im Nukleus und 
nicht im Zytoplasma lokalisiert. Dies spricht dafür, dass p21 keine anti-apoptotische Rolle in 
32D-Zellen spielt, sondern eine Zellzyklus-inhibitorische Funktion ausübt. 
 
Abbildung 20: p21 verlangsamt die Proliferation von Bcr-Abl positiven murinen 
Knochenmarkzellen. A) Das Wachstum von KMb/a p21-/- Zellen (durchgezogene Linie) und KMb/a 
wt Zellen (gestrichelte Linie) wurde durch den Vergleich der Zunahme der Lebendzellzahl untersucht. 
Dazu wurden 4×105 Zellen/ml in 6-Well Platten eingesät. Die Lebendzellzahl wurde nach 24 und 48 h 
durch Trypanblau-Ausschluss bestimmt. Die Zunahme der absoluten Zellzahl/ml beider Zellinien  
wurde graphisch dargestellt. B) Parallel zur Lebendzellzahl wurde die Anzahl apoptotischer Zellen 
durch AnnexinV-Messung nach 24 und 48 h bestimmt. C) Der Einfluss von p21 auf die Apoptose 
wurde untersucht. Hierzu wurde die Apoptose von KMb/a wt Zellen und KMb/a p21-/- Zellen über 
einen Zeitraum von 4 Wochen im Abstand von jeweils 2 Tagen durch AnnexinV-Messung bestimmt. 
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Um die Rolle von p21 in der Proliferation zu klären wurde auch der Einfluss des p21- 
„Knockouts“ auf die Verteilung der Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- in den 
Zellzyklusphasen kontrolliert. Hierzu wurden parallel zur Untersuchung der Proliferation 
Zellzyklusmessungen in den beiden primären Zellinien KMb/a p21-/- und KMb/a wt zwei 
Wochen nach der Infektion durchgeführt. Beide Zellpopulationen wurden nach 24 h mit 
Propidiumiodid gefärbt wie im Kapitel Material und Methoden beschrieben. Dann wurde der 
Anteil der Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus mittels FACS-Analyse bestimmt 
(Abbildung 21). Die Zellen wurden nicht synchronisiert, da dies bis zu einem gewissen Grad 
einen unterschiedlichen toxischen Stimulus für die beiden Zellpopulationen darstellen könnte 
und so ein unterschiedlicher Einfluss auf die Apoptose beider Zellpopulationen und damit auf 
ihre Proliferation entstehen könnte. Somit wurde durch dieses Experiment die 
Zellzyklusprogression nicht erfasst. Die beiden Zellinien zeigen keinen deutlichen 
Unterschied in der Verteilung der Zellzyklusphasen. Somit hat p21 in Bcr-Abl-positiven 
hämatopoetischen Zellinien keinen deutlichen Einfluss auf die Zellzyklusphasen-Verteilung. 
Dies ist im Vergleich zweier proliferierender Zellpopulationen durchaus zu erwarten. Ein 
deutlicher Unterschied in der Zellzyklusphasenverteilung von Zellpopulationen ist in der 
Regel nur dann zu beobachten, wenn ein wachstumsinhibitorischer Einfluss auf Zellen 
untersucht wird, nicht jedoch ein Einfluss, der die Zellzyklusprogression verlangsamt, aber 
nicht vollständig inhibiert, wie dies offensichtlich durch p21 der Fall ist (Abbildung 20). Um 
diese Beobachtung mittels einer weiteren und präziseren Methode zu untersuchen, wurde die 











Abbildung 21: Die Zellzyklusverteilung in den Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- . In den 
Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- wurde durch PI-Färbung und FACS-Analyse die 
Zellzyklusphasenverteilung nach Kultivierung der Zellen für 24 h bestimmt. Dargestellt ist die 
Verteilung der Zellen im Zellzyklus und die quantitative Auswertung der FACS-Messung. 
 
 G1 S G2/M 
KMb/a wt 39% 19% 45% 
KMb/a p21-/- 38% 22% 42% 
KMb/a wt KMb/a p21-/-




4.3.2  In Bcr-Abl-positiven Zellen verlangsamt p21 die DNA-Synthese 
 
Um die Ergebnisse aus Kapitel 4.3.1 zu untermauern, wurde die Proliferation der beiden 
Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- durch Bestimmung der DNA-Syntheserate untersucht. 
Auf diese Weise sollte in einer klassischen Proliferationsmessung die Rolle von p21 in der 
Proliferation Bcr-Abl-positiver Zellen untersucht werden. Die Menge an synthetisierter DNA 
wurde durch den Einbau des Pyrimidin-Analogs 5-Bromo-2’-Deoxyuridine (BrdU) gemessen. 
Die Quantifizierung des in die DNA eingebauten BrdUs erfolgte immunologisch mittels eines 
Antikörpers, der mit einer Peroxidase gekoppelt war. In einer Chemilumineszenz-Reaktion 
wurden die Relativen Lichteinheiten bestimmt (RLU), welche proportional sind zur Menge an 
synthetisierter DNA (Abbildung 22). Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde parallel durch 
AnnexinV-Messung kontrolliert und war in beiden Zellinien identisch. Abbildung 22 zeigt, 
dass die DNA-Syntheserate in KMb/a p21-/- Zellen im Vergleich zu KMb/a wt Zellen erhöht 
ist. Somit reduziert die Expression von p21 in Bcr-Abl transformierten hämatopoetischen 
Zellen die DNA-Synthese. Dies bestätigt die Ergebnisse aus Kapitel 4.3.1: p21 reduziert die 
Proliferation in Bcr-Abl-positiven hämatopoetischen Zellen. Bestätigt wird die Proliferations-











Abbildung 22: Die DNA-Syntheserate in den Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/-. Die DNA-
Syntheserate in KMb/a wt Zellen (weiße Balken) und KMb/a p21-/- Zellen (schwarze Balken) wurde 
nach 12 und 24 h bestimmt. Hierzu wurden 5×105 Zellen/ml in 96-Well-Platten ausgesät und jeweils 6 
parallele Ansätze durchgeführt. Die Menge an synthetisierter DNA wurde durch den Einbau des 
Pyrimidin-Analogs 5-Bromo-2’-Deoxyuridine (BrdU) in die DNA nach 12 und 24 h gemessen. Die 
immunologische Detektion des in die DNA eingebauten BrdUs erfolgte mittels eines Antikörpers, der 
mit einer Peroxidase gekoppelt war. In einer Chemilumineszenz-Reaktion wurden die Relativen 
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4.4  Die biologische Rolle von p21 in der Medikament-induzierten 
Apoptose in Bcr-Abl positiven hämatopoetischen Zellen 
 
Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass p21 die Proliferation Bcr-Abl-positiver Zellen 
reduziert. Das Überleben und die Apoptose wurden jedoch durch p21 in Bcr-Abl-positiven 
Knochenmarkzellinien nicht beeinflusst. Da jedoch aus der Literatur bekannt ist, dass Bcr-Abl 
die Resistenz gegen verschiedene Chemotherapeutika vermittelt, sollte als nächstes untersucht 
werden, ob p21 Bcr-Abl-positive Zellen vor Medikament-induzierter Apoptose schützt. 
Hierfür wurden zwei Medikamente mit unterschiedlichem Wirkungsmechanismus verwendet: 
Der Abl-Kinase-Inhibitor STI571 und das Zytostatikum Taxol.  
 
4.4.1  p21 reduziert die STI571-induzierte Apoptose in Bcr-Abl-positiven 
Knochenmarkzellen 
 
Um zu untersuchen, ob p21 eine Rolle in der STI571-induzierten Apoptose spielt, wurde der 
Einfluss des p21-„Knockouts“ auf die STI571-induzierte Apoptose in Bcr-Abl-positiven 
Zellen im Vergleich zu normalen Bcr-Abl-positiven Zellen untersucht. Hierzu wurden die 
primären Zellinien KMb/a p21-/- und KMb/a wt verwendet, deren Konstruktion in Kapitel 4.3 
beschrieben wurde. Die fehlende p21-Expression in KMb/a p21-/- Zellen und die Bcr-Abl-
Expression in beiden Zellinien wurde jeweils im Westernblot bestätigt (Abbildung 23 A). Zur 
Untersuchung der Rolle von p21 in der STI571-induzierten Apoptose, wurde die Anzahl 
apoptotischer Zellen nach STI571-Inkubation in beiden Zellinien durch AnnexinV-Messung 
bestimmt. Parallel dazu wurde die Anzahl überlebender Zellen nach Trypanblaufärbung 
dokumentiert. Zur Normierung der Apoptoserate wurde die Anzahl apoptotischer Zellen in 
STI571-behandelten Zellen auf die Anzahl apoptotischer Zellen in STI571-unbehandelten 
Zellen standardisiert. Auf diese Weise wurde die Induktionsrate der STI571-induzierten 
Apoptose ermittelt (Abbildung 23 B). Die Lebendzellzahlen wurden ebenfalls auf die 
unbehandelte Kontrolle normiert, um so den relativen Rückgang der Lebendzellzahl verfolgen 
zu können (Abbildung 23 C). Wie zu erwarten, sterben die Bcr-Abl-positiven Zellen mit 
STI571. Jedoch zeigen KMb/a p21-/- Zellen eine deutlich höhere Apoptoserate als KMb/a wt 
Zellen (Abbildung 23 B). In umgekehrter Korrelation dazu wird die Lebendzellzahl in KMb/a 
p21-/- Zellen durch STI571 stärker reduziert als in KMb/a wt Zellen.  




Abbildung 23: p21 reduziert die STI571-induzierte Apoptose in Bcr-Abl positiven 
Knochenmarkzellen. A) Westernblot zur Kontrolle der Bcr-Abl-Expression und des p21-
„Knockouts“ in den Knochenmarkzellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/-. B) Die Zellinien KMb/a wt 
(weiße Balken) und KMb/a p21-/- (schwarze Balken) wurden in der Konzentration 4×105 Zellen/ml in 
6-Well-Platten ausgesät und mit verschiedenen Konzentrationen des Abl-Kinase-Inhibitors STI571 
inkubiert. Parallel dazu wurden unbehandelte Zellen zur Kontrolle inkubiert. Die Anzahl apoptotischer 
Zellen wurde durch AnnexinV-Messung bestimmt. Die Induktion der Apoptose wurde berechnet, 
indem der Prozentsatz apoptotischer Zellen in den Ansätzen mit STI571 auf den entsprechenden 
Prozentsatz in unbehandelten Zellen normiert wurde. C) Die Lebendzellzahl in den Ansätzen wurde 
durch Trypanblau-Ausschluss und Zählen der Zellen bestimmt. Der Prozentsatz lebender Zellen in den 
Proben wurde normiert auf den Prozentsatz der lebenden Zellen einer unbehandelten Kontrolle. 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen von p21 Bcr-Abl-tansformierte Knochenmarkzellen 
gegenüber STI571-induzierter Apoptose sensibilisiert. p21 schützt also Bcr-Abl-
transformierte Knochenmarkzellen vor STI571-induzierter Apoptose. Diese Experimente 
wurden in zwei weiteren unabhängig infizierten Knochenmarkzellinien wiederholt und 
bestätigt. 
 
Der Knockout von p21 sensibilisiert STI571-resistente Knochenmarkzellen nicht gegen 
Apoptose 
STI571 inhibiert die Kinaseaktivität von Bcr-Abl und induziert so Apoptose in Bcr-Abl-
transformierten Zellen. Die Spezifität der STI571-induzierten Apoptose sollte durch ein 
Kontrollexperiment überprüft werden. Hierfür wurde die STI571-resistente Mutante Bcr-Abl 
T315I eingesetzt. Zur Herstellung von normalen und p21-/- Knochenmarkzellen, die Bcr-Abl 
T315I exprimieren, wurde Knochenmark aus normalen und p21-/- Mäusen mit bcr-abl T315I 
infiziert. Anschließend erfolgte die Selektion durch Wachstumsfaktorentzug. Die Bcr-Abl-
Expression wurde durch GFP-Analyse und durch Westernblot überprüft. Auch der p21-
„Knockout“ wurde durch Immunoblot bestätigt (Abbildung 24 A). Auf diese Weise wurden 
die primären Zellinien KMT315I p21-/- und KMT315I wt konstruiert. Beide Zellinien wurden 
mit verschiedenen STI571-Konzentrationen inkubiert. Durch AnnexinV-Messung wurde die 
Anzahl apoptotischer Zellen bestimmt. Parallel dazu wurde die Lebendzellzahl durch 
Trypanblau-Ausschluss ermittelt. Zur Normierung der Apoptoserate wurde die Anzahl 
apoptotischer Zellen in STI571 behandelten Zellen auf die Anzahl apoptotischer Zellen in 
STI571 unbehandelten Zellen standardisiert (Abbildung 24 B). Auf die gleiche Weise wurden 
die Lebendzellzahlen auf eine unbehandelte Kontrolle normiert (Abbildung 24 C). Die 
Ergebnisse zeigen, dass STI571 keinen apoptotischen Effekt auf KMT315I p21-/- und 
KMT315I wt ausübt. Dies war zu erwarten, da die STI571-resistente Mutante Bcr-Abl T315I 
in den Zellen exprimiert wurde. Deshalb zeigt dieses Kontrollexperiment, dass STI571 in 
Knochenmarkzellen, wie auch in 32D-Zellen, keinen unspezifischen apoptotischen Effekt 
ausübt. Gleichzeitig zeigen diese Experimente, dass in STI571 resistenten Zellen die 
Resistenz gegenüber STI571 durch eine Modulation von p21 nicht aufgehoben werden kann. 
Dies war zu erwarten, da in Kapitel 4.1 gezeigt wurde, dass p21 ein Kinase-abhängiges 
Zielmolekül von Bcr-Abl ist. Somit bestätigt dieses Kontrollexperiment nochmals biologisch-
funktionell die Ergebnisse aus Kapitel 4.1. 
 
 




























Abbildung 24: Einfluss des p21-„Knockouts“ auf STI571-resistente, mit Bcr-Abl T315I 
transformierte Knochenmarkzellen. A) Knochenmarkzellen aus wt und p21-/- Mäusen wurden mit 
bcr-abl T315I infiziert. Mittels Westernblot wurde die Expression der Mutante Bcr-Abl T315I und der 
p21-„Knockout“ in den Knochenmarkzellinien KMT315I wt und KMT315I p21-/- überprüft. B) Die 
Zellinien KMT315I wt und KMT315I p21-/- wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Abl-
Kinase-Inhibitors STI571 inkubiert. Parallel dazu wurden unbehandelte Zellen zur Kontrolle 
mitgeführt. Nach 24 und 48 h wurde jeweils die Anzahl apoptotischer Zellen durch AnnexinV-
Messung bestimmt. Die Induktion der Apoptose wurde berechnet, indem der Prozentsatz apoptotischer 
Zellen in den Ansätzen mit STI571 auf den entsprechenden Prozentsatz in unbehandelten Zellen 
normiert wurde. C) Die Lebendzellzahl in den Ansätzen wurde durch Trypanblau-Ausschluss und 
Zählen der Zellen bestimmt. Der Prozentsatz lebender Zellen in den Proben wurde normiert auf den 
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4.4.2  p21 reduziert die Taxol-induzierte Apoptose in Bcr-Abl-positiven 
Knochenmarkzellen 
 
Um zu untersuchen, ob p21 Bcr-Abl-transformierte Knochenmarkzellen auch vor Taxol-
induzierter Apoptose schützt, wurden die Zellinien KMb/a p21-/- und KMb/a wt 
(Konstruktion siehe Kapitel 4.3) mit verschiedenen Taxol-Konzentrationen inkubiert. Die 
Anzahl apoptotischer Zellen wurde durch AnnexinV-Messung bestimmt. Parallel dazu wurde 
die Lebendzellzahl untersucht. Zur Normierung der Apoptoserate wurde die Anzahl 
apoptotischer Zellen in STI571-behandelten Zellen auf die Anzahl apoptotischer Zellen in 
STI571-unbehandelten Zellen standardisiert (Abbildung 25 A). Auf die gleiche Weise wurden 
die Lebendzellzahlen auf eine unbehandelte Kontrolle normiert, um so den relativen 
Rückgang der Lebendzellzahl und somit den Einfluss von p21 auf das Überleben der Zellen 
zu ermitteln (Abbildung 25 B). Nach 24 h Taxol-Inkubation ist die geringe Apoptoserate der 
beiden Zellinien KMb/a wt und KMb/a p21-/- in etwa gleich. Nach 48 h zeigen jedoch die 
KMb/a p21-/- Zellen mit Taxol eine deutlich höhere Apoptoserate als die KMb/a wt Zellen. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass p21 Bcr-Abl-positive Knochenmarkzellen vor Taxol-
induzierter Apoptose schützt. Im Rückgang der Lebendzellzahl ist dagegen zwischen beiden 
Zellinien kein deutlicher Unterschied zu detektieren. Das ist auf den Wirkungsmechanismus 
von Taxol zurückzuführen und darauf, dass die schnellere Proliferation von p21-negativen 
Zellen ihre erhöhte Apoptoserate kompensiert. Darauf wird in Kapitel 5.3 ausführlich 
eingegangen. Der Unterschied in der Taxol-induzierten Apoptoserate beider Zellinien zeigt 
jedoch, dass das Fehlen von p21 Bcr-Abl-transformierte Knochenmarkzellen für Taxol-
induzierte Apoptose sensibilisiert. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass 
p21 die Taxol induzierte Apoptose in Bcr-Abl transformierten Knochenmarkzellen reduziert 
und bis zu einem gewissen Grad vor Taxol-induzierter Apoptose schützt. Diese Experimente 














Abbildung 25: p21 reduziert die Taxol-induzierte Apoptose in Bcr-Abl transformierten murinen 
Knochenmarkzellen. A) KMb/a p21-/- und KMb/a wt Zellen wurden in 6-Well-Platten mit einer 
Dichte von 4×105 Zellen/ml ausgesät und mit verschiedenen Taxol-Konzentrationen inkubiert. Die 
Apoptose wurde durch AnnexinV-Messung bestimmt. Die Induktion der Apoptose wurde berechnet, 
indem der Prozentsatz apoptotischer Zellen in den Ansätzen mit Taxol auf den entsprechenden 
Prozentsatz in unbehandelten Zellen normiert wurde. B) Die Lebendzellzahl in den Ansätzen wurde 
durch Trypanblau-Ausschluss und Zählen der Zellen bestimmt. Der Prozentsatz lebender Zellen in den 
Proben wurde normiert auf den Prozentsatz der lebenden Zellen unbehandelter Kontrollen. Auf diese 
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5  Diskussion 
 
 
5.1  Bcr-Abl aktiviert die Expression des Zellzyklusinhibitors p21Waf1/Cip1 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in 32D-Zellen die Expression des 
Zellzyklusinhibitors p21 durch Bcr-Abl hochreguliert wird (Kapitel 4.1). Außerdem wurde in 
Bcr-Abl-transformierten Zellen die Expression von p21 nicht mehr deutlich durch den 
Wachstumsfaktor IL-3 reguliert: Während in untransformierten IL-3-abhängigen 32D-Zellen 
die p21-Expression bei Entzug des Wachstumsfaktors deutlich abnahm, wurde sie in Bcr-Abl-
transformierten Zellen nur geringfügig reduziert. Dies ist durch die Substitution des 
Wachstumsfaktors IL-3 durch Bcr-Abl und die daraus resultierende konstitutive Aktivierung 
von Wachstumssignalen zu erklären. Es wurde gezeigt, dass die Expression von Bcr-Abl zum 
Verlust der Wachstumsfaktorabhängigkeit von Zellinien führt (Hariharan et al., 1988; Daley 
und Baltimore, 1988). In 32Dp210-Zellen wurde bei Wachstumsfaktorentzug eine geringe 
Abnahme der p21-Expression beobachtet. Dies läst darauf schließen, dass p21 zwar durch 
Bcr-Abl hochreguliert wurde, aber auch IL-3 einen geringen Einfluss auf die p21-Expression 
nahm. Der potentielle Einwand war, dass ein Einfluss von Sekundärmutationen auf die p21-
Regulation in den Bcr-Abl-transformierten 32D-Zellen nicht ausgeschlossen werden konnte 
(Korsmeyer et al., 1992). Um zu untersuchen, ob die p21-Expression tatsächlich durch Bcr-
Abl aktiviert wurde und nicht durch sekundäre Mutationen in den IL-3-unabhängigen, Bcr-
Abl-transformierten 32D-Zellen, wurde ein Doxycyclin-regulierbares System für die 
Expression von Bcr-Abl in 32D-Zellen etabliert. Auch in diesen Zellen korrelierte die 
Expression von p21 mit der von Bcr-Abl: Bei Abschalten der Bcr-Abl-Expression wurde die 
p21-Expression auf das Niveau von IL-3-abhängig wachsenden 32D-Zellen reduziert. Im 
Gegensatz zu den 32Dp210-Zellen proliferierten die Doxycyclin-induzierbaren Zellen ohne 
Bcr-Abl-Expression nur in Abhängigkeit von Wachstumsfaktor IL-3. An Hand dieses 
Systems konnte bewiesen werden, dass die Aktivierung der p21-Expression direkt durch Bcr-
Abl vermittelt wird.  
Bcr-Abl beeinflusst die zelluläre Signaltransduktion nicht nur mittels seiner Kinaseaktivität 
(Warmuth et al., 1999). Src-Kinasen werden zum Beispiel auch durch Kinase-inaktive 
Mutanten von Bcr-Abl aktiviert (Warmuth et al., 1997). In dieser Arbeit wurde daher 
untersucht, ob die Regulation der p21-Expression durch die katalytische Aktivität der Bcr-
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Abl-Kinase reguliert wird. Hierzu wurde die Kinaseaktivität von Bcr-Abl durch den Inhibitor 
STI571 blockiert. Der Inhibition der Bcr-Abl-Kinase durch STI571 folgte schon nach 6 h eine 
Abnahme der p21-Expression. Proteinkinase-Inhibitoren können jedoch auch unspezifische 
Effekte ausüben, falls sie weitere Kinasen in der Zelle blockieren. Um dies auszuschließen, 
wurde auch die STI571-resistente Bcr-Abl-Mutante T315I in 32D-Zellen exprimiert (Gorre et 
al., 2001; Warmuth et al., 2003). Durch STI571 wurde in dieser 32D-Zellinie keine Reduktion 
der p21-Expression beobachtet. Dies zeigt, dass die verminderte Expression von p21 durch 
STI571 nur auf der Inhibition der Bcr-Abl-Kinaseaktivität beruhte. Somit konnte gezeigt 
werden, dass p21 ein Kinase-abhängiges Zielmolekül der Bcr-Abl-aktivierten 
Signaltransduktion ist. 
Mögliche Signalwege, die zu einer Aktivierung der p21-Expression führen könnten, wären 
der STAT5- und Akt-Signalweg, die beide durch die Bcr-Abl-Kinase aktiviert werden (Ilaria 
und Van Etten, 1996; Skorski et al., 1995). In verschiedenen zellulären Systemen wurde 
gezeigt, dass durch STAT5 die p21-Transkription aktiviert wird (Gartel und Tyner, 1999). Die 
Akt-vermittelte Phosphorylierung von p21 führt zu einer Stabilisierung und zur verminderten 
Degradation von p21 (Li et al., 2002). Akt könnte so zu einer Hochregulation von p21 führen. 
Die Beteiligung beider Signalwege an der p21-Regulation war jedoch nicht Thema der 
vorliegenden Arbeit. Vor weiterführenden Untersuchungen sollte zuerst die biologische 
Funktion von p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen geklärt werden. 
 
 
5.2  p21Waf1/Cip1 reduziert die Proliferation Bcr-Abl-positiver Zellen 
 
Zunächst erschien es paradox, dass ein Onkoprotein direkt ein als Zellzyklusinhibitor 
bekanntes Protein hochreguliert. Deshalb stellte sich die Frage, welche biologische Funktion 
p21 in Bcr-Abl transformierten Zellen spielt. Denn p21 hat abhängig vom zellulären Kontext, 
seiner Lokalisation und seinem Expressionsniveau konträre Funktionen in der Zelle: p21 kann 
den Zellzyklus und die Proliferation sowohl inhibieren als auch aktivieren (Sherr und Roberts, 
1999). Außerdem kann p21 sowohl eine anti-apoptotische als auch Apoptose-induzierende 
Funktion ausüben. Es sollte daher die Frage geklärt werden, ob p21 die Proliferation in Bcr-
Abl-positiven Zellen inhibiert oder aktiviert und ob p21 die Apoptose in Bcr-Abl-positiven 
Zellen beeinflusst. 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass p21 die Proliferation Bcr-Abl-transformierter Zellen 
reduziert. Diese Eigenschaft von p21 konnte aus Ergebnissen mit Bcr-Abl-positiven p21-
Diskussion   
 
83
„Knockout“-Knochenmarkzellen gezeigt werden. Das Fehlen von p21 korrelierte mit einer 
erhöhten DNA-Syntheserate und einer erhöhten Proliferation der Bcr-Abl-transformierten 
murinen Knochenmarkzellen. p21 wirkt also in Bcr-Abl-positiven Zellen als klassischer 
Proliferationsinhibitor (Sherr und Roberts, 1995). Doch trotz Hochregulation des 
Proliferations-inhibierenden p21 wachsen Bcr-Abl-positive Zellen. Das ist dadurch zu 
erklären, dass die Proliferations-fördernden Signalwege, die durch Bcr-Abl aktiviert werden, 
im Nettoeffekt die Proliferations-reduzierende Wirkung von p21 überwiegen. Durch Bcr-Abl 
werden direkt auch wachstumsfördernde Signalwege unabhängig von Wachstumsfaktoren 
aktiviert. Bcr-Abl erhöht die Expression von CyclinD, welches den Eintritt in die G1-Phase 
des Zellzyklus vermittelt. Auch eine Erhöhung der Aktivität von Cyclin-abhängigen Kinasen 
durch Bcr-Abl wurde gezeigt (Parada et al., 2001). Dadurch vermittelt Bcr-Abl direkt einen 
Wachstumsfaktor-unabhängigen Ablauf des Zellzyklus in CML-Patientenzellen und 32D-
Zellen (Cortez et al., 1997; Jonuleit et al., 1998). Auch das Zellzyklus-inhibitorische Protein 
p27 wird durch Bcr-Abl durch einen PI3-Kinase-abhängigen Signalweg inhibiert. Es ist also 
anzunehmen, dass die aktivierten mitogenen Stimuli und verminderten inhibitorischen 
Einflüsse die abschwächende Wirkung von p21 kompensieren.  
Weiterhin wurde die Rolle von p21 in Bcr-Abl positiven Zellen im Hinblick auf die Apoptose 
untersucht. Die Apoptose entspricht hier der endogenen Apoptose der Zellpopulationen in 
Kultur und ist nicht durch äußere Einflüsse oder toxische Substanzen induziert. Die Apoptose 
der Bcr-Abl-transformierten Knochenmarkzellen in Kultur wurde jedoch nicht durch p21 
verändert. Eine stärkere Zunahme der Lebendzellzahl in Bcr-Abl-positiven p21-„Knockout“-
Knochenmarkzellen gegenüber p21-„Wildtyp“-Zellen ist daher vor allem auf die Reduktion 
der Proliferationsrate durch p21 zurückzuführen und eher nicht auf eine Förderung der 
Apoptose durch p21. Die Apoptose der Zellen unterschied sich weder in Versuchen über zwei 
Tage hinweg, noch zeigte sich ein Unterschied in der durchschnittlichen Apoptose der 
Zellkulturen nach einer regelmäßigen Kontrolle über 4 Wochen.  
Somit zeigen die Untersuchungen zur Rolle von p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen, dass p21 die 
Proliferation reduziert und die Apoptose nicht beeinflusst. Diese Daten korrelieren mit den 
Ergebnissen zur zellulären Lokalisation von p21 in 32D-Zellen in Kapitel 4.2 dieser Arbeit: 
p21 ist in Bcr-Abl-positiven 32D-Zellen ausschließlich im Kern lokalisiert. Die nukleäre 
Lokalisation von p21 korreliert mit einer Zellzyklus-regulatorischen Funktion (La Baer et al., 
1997), während die zytoplasmatische Lokalisation mit einer anti-apoptotischen Wirkung von 
p21 korreliert (Asada et al., 1999; Yu et al., 1998). Da p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen, die 
keiner Stressitutation ausgesetzt waren, nicht im Zytoplasma lokalisiert war, sondern 
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ausschließlich im Zellkern, ist anzunehmen, dass p21 hier keine anti-apoptotische Funktion 
besitzt. Somit unterstützen die Lokalisationsexperimente dieser Arbeit die Ergebnisse aus den 
Experimenten zur Funktion von p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen. 
 
Da in der vorliegenden Arbeit in einem p21-„Knockout“-System gezeigt wurde, dass p21 die 
Proliferation Bcr-Abl-positiver Zellen reduziert, stellt sich die Frage, welche Rolle p21 bei 
der Entstehung der CML spielt. Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse wäre anzunehmen, 
dass der Krankheitsverlauf der CML bei Fehlen von p21 aggressiver verlaufen würde. 
Ähnliche Ergebnisse wurden in p53-„Knockout“-Mäusen gezeigt (Martin-Caballero et al., 
2001). Bisher gibt es jedoch keine Untersuchungen, die eine einheitliche Funktion von p21 als 
Tumorsuppressor bestätigen (Roninson, 2002). In einigen Tumoren führte der Verlust von 
p21 zwar zur Tumorprogression (Komiya et al., 1997; Lu et al., 1998; Zirbes et al., 2000; 
Kapranos et al., 2001). Es gibt jedoch Hinweise auf eine Korrelation zwischen erhöhter 
Expression von p21 und einer verstärkten Tumorprogression (Baretton et al., 1999; Aaltomaa 
et al., 1999; Ferrandina et al., 2000). In anderen Arbeiten spielt p21 keine Rolle in der 
Tumorprogression (Elledge et al, 1998; Baekelandt et al., 1999). Die Erklärung für die 
unterschiedliche Auswirkung von p21 auf die Tumorentstehung ist, dass p21 sowohl 
Eigenschaften eines Tumorsuppressors, als auch eines Onkoproteins besitzt: Einerseits 
verleiht die negativ-proliferative Funktion p21 die Eigenschaften eines Tumorsuppressors, 
andererseits zeigen die bisher eindeutig identifizierten anti-apoptotischen Funktionen von 
p21, dass es ein Potential als Onkoprotein besitzt (Gartel und Tyner, 2002). Die 
unterschiedliche Ausprägung dieser gegensätzlichen Eigenschaften in verschiedenen 
Tiermodellen kann auf die multifunktionalen und konträren Eigenschaften von p21 
zurückgeführt werden (Kapitel 1.4). Diese sind abhängig vom jeweiligen zellulären Kontext 
und deshalb ist anzunehmen, dass sie auch vom onkogenen Stimulus beeinflusst werden. Dass 
in manchen Tumoren keine Auswirkung von p21 oder des p21-„Knockouts“ auf die 
Tumorentwicklung beobachtet wird, ist dadurch zu erklären, dass p21 ein vergleichsweise 
wenig potentes Onkogen oder wenig potenter Tumorsuppressor ist. Dafür spricht, dass 
umfangreiche Studien zu der Beobachtung gelangen, dass p21-Mutationen in humanen 
Krebserkrankungen äußerst selten sind (Shiohara et al., 1994; McKenzie et al., 1997; Patino-
Garcia et al., 1998). Zudem wirken sich Mutationen von anderen Tumorsuppressoren, wie 
p53 und p16, die in ähnlichen Signalwegen wie p21 eine Rolle spielen, deutlich gravierender 
auf die Tumorentstehung aus und treten zudem bei weitem häufiger auf. Es scheint nötig zu 
sein, die Rolle von p21 für jede Krebserkrankung neu zu definieren. Die Frage, ob p21 in Bcr-
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Abl-positiven Zellen eine Rolle als Tumorsuppressor spielt, lässt sich nur in weiterführenden 
Arbeiten in Tiermodellen eindeutig klären. 
 
 
5.3  p21Waf1/Cip1 reduziert die STI571- und Taxol-induzierte Apoptose in 
Bcr-Abl-positiven Zellen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde kein Einfluss von p21 auf die Apoptose in Bcr-Abl positiven 
Zellen beobachtet. Dennoch wurde eine anti-apoptotische Funktion von p21 in der STI571- 
und Taxol-induzierten Apoptose gefunden. In vielen Publikationen wurde gezeigt, dass p21 
eine Resistenz gegen Medikament-induzierte Apoptose vermittelt (Gartel und Tyner, 2002). 
Sowohl in p21-positiven (KMb/a wt) als auch in p21-negativen (KMb/a p21-/-) Bcr-Abl-
transformierten Zellen induzierte der Abl-Kinase-Inhibitor STI571 Apoptose. Dabei zeigten 
p21-negative Zellen eine deutlich erhöhte STI571-induzierte Apoptoserate im Vergleich zu 
p21-positiven Zellen. p21-negative Zellen waren somit sensitiver gegenüber STI571-
induzierter Apoptose. Auch die relative Lebendzellzahl reduzierte sich beim Fehlen von p21 
deutlich gegenüber p21-positiven Zellen. Dies zeigt, dass p21 die apoptotische Wirkung von 
STI571 abschwächt. 
Auch die Taxol-induzierte Apoptose wurde durch den Verlust von p21 erhöht. In p21-
negativen Zellen erfolgte eine 5-fache Induktion der Apoptose, während zum Vergleich in 
p21-positiven Zellen nur eine maximal 2-fache Induktion erfolgte. p21 stellt hier einen 
Schutzmechanismus vor Taxol-induzierter Apoptose dar, auch wenn die Bcr-Abl-
transformierten p21-„Wildtyp“-Knochenmarkzellen hier nicht komplett resistent waren gegen 
Taxol. Es ist bekannt, dass Bcr-Abl Schutz vor Taxol-induzierter Apoptose vermittelt 
(Jamieson et al., 1999). Ein weiterer biologisch-funktioneller Beweis für den Bcr-Abl-
abhängigen Schutz vor Apoptose wurde in 32D-Zellen gezeigt, in denen der Apoptoseschutz 
von der Menge an exprimiertem Bcr-Abl abhängig ist (Cambier et al., 1998). Ein genauer 
Mechanismus hierfür ist jedoch noch nicht bekannt. In einer aktuellen Publikation wurde 
bisher in Bcr-Abl-positiven Zellen die p21-Expression und seine zytoplasmatische 
Lokalisation mit dem Schutz vor Etoposid-induzierter Apoptose korreliert (Keeshan et al., 
2003). Eine eindeutige Validierung von p21 als Apoptose-Schutz wurde hingegen in diesem 
Versuchmodell nicht erreicht. Ganz im Gegensatz zur Situation mit STI571 zeigte sich im 
relativen Rückgang der Lebendzellzahl nach Taxol-Inkubation kein deutlicher Unterschied 
zwischen p21-positiven und -negativen Zellen. Dies ist auf die unterschiedlichen 
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Mechanismen der Taxol- und STI571-induzierten Apoptose zurückzuführen und den 
unterschiedlichen Einfluss von Taxol und STI571 auf die p21-Expression. Taxol inhibiert die 
Mikrotubuli und induziert nach einer Phase des G2/M-Arrests Apoptose (Horwitz, 1992). 
Taxol führt außerdem nicht zur Reduktion der p21-Expression, wie dies durch die Blockade 
von Bcr-Abl durch STI571 der Fall ist. Vielmehr wurde gezeigt, dass Taxol die p21-
Expression in manchen Zellen erhöht (Yu et al., 1998). Somit bleibt in p21-positiven Zellen 
die p21-Expression nach Taxol-Zugabe erhöht. Diese Zellen sind dann zwar teilweise vor 
Apoptose geschützt, gleichzeitig ist aber auch die Proliferation der (noch) nicht apoptotischen 
Zellen reduziert im Vergleich zu p21-negativen Zellen. Letztere wiederum zeigen zwar eine 
stärkere Induktion der Apoptose, da hier der Schutz vor Apoptose durch p21 entfällt, dafür 
wachsen alle (noch) nicht-apoptotischen Zellen schneller, was den Unterschied in der 
Lebendzellzahl ausgleicht. Somit kompensiert die erhöhte Proliferation von p21-negativen 
Zellen ihre erhöhte Taxol-induzierte Apoptoserate, was sich im fehlenden Unterschied im 
Rückgang der Lebendzellzahl zeigt. Im Gegensatz zu Taxol inhibiert STI571 spezifisch Bcr-
Abl und führt, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, zur Verminderung der Bcr-Abl-
abhängigen p21-Expression. Somit wird durch STI571 das p21-Expressionsniveau in den 21-
positiven Zellen allmählich an die p21-„Knockout“-Situation angeglichen. Damit wurde der 
Schutz vor Apoptose reduziert, was sich in einem im Vergleich zu Taxol geringeren 
Unterschied des Apoptosegrades von p21-positiven zu p21-negativen Zellen widerspiegelt. 
Jedoch zeigt sich hier im Gegensatz zur Taxol-induzierten Apoptose ein deutlicher 
Unterschied im Rückgang der Lebendzellzahl. 
 
 
5.4  Eine duale Rolle von p21Waf1/Cip1 in Bcr-Abl-positiven Zellen 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass p21 eine duale Rolle in Bcr-Abl-positiven 
hämatopoetischen Zellen ausübt, denn p21 reduziert sowohl die Proliferation, als auch die 
STI571- und Taxol-induzierte Apoptose. Damit hat p21 die gleiche reduzierende Wirkung in 
zwei entgegen gesetzten zellulären Phänomenen: In der durch Bcr-Abl deregulierten und 
konstitutiv aktiven Proliferation und in der durch STI571- und Taxol-induzierten Apoptose. 
Somit wirkt p21 wie ein Stoßdämpfer oder Kompensator für überaktive oder deregulierte 
Signale im zellulären Netzwerk Bcr-Abl-positiver hämatopoetischer Zellen (Abbildung 26).  
 
















Abbildung 26: Model zur Rolle von p21 in Bcr-Abl-positiven Zellen. p21 schwächt deregulierte 
oder überaktive Signale ab und wirkt so wie ein „Input-abhängiger Stoßdämpfer“ der Bcr-Abl-




Es erscheint zunächst kontrovers, dass p21 entgegen gesetzte zelluläre Phänomene dämpft 
und damit in die gleiche Richtung beeinflusst. Jedoch ist, wie in der Einleitung in Kapitel 1.4 
dargestellt wurde, durch den aktuellen Forschungsstand belegt, dass p21 nicht nur 
Proliferation sondern auch Apoptose in verschiedensten zellulären Systemen regulieren kann. 
Dabei kann p21 abhängig vom zellulären Kontext, seinem Expressionsniveau und seiner 
zellulären Lokalisation konträre Rollen ausüben: p21 kann den Zellzyklus und die 
Proliferation sowohl inhibieren als auch aktivieren (Sherr und Roberts, 1999). Außerdem 
besitzt p21 sowohl anti-apoptotische als auch Apoptose-induzierende Funktion (Gartel und 
Tyner, 2002). 
In einem Grossteil der Arbeiten zu p21 in verschiedensten Zellkultur-Modellen wurde 
entweder eine Funktion von p21 als Zellzyklusregulator untersucht, oder eine Funktion von 
p21 in der Apoptose geklärt. Die gleichzeitige Untersuchung der biologischen Funktion von 
p21 in Proliferation und Apoptose in Bcr-Abl-positiven Zellen wurde bisher nicht 
durchgeführt. Jedoch wurde in einigen anderen zellulären Tumormodellen die Funktion von 
p21 in Proliferation und Apoptose parallel im selben Zellsystem untersucht. Tian et al. zeigen, 
dass p21 in humanen Kolonkarzinom-Zellinien ebenfalls sowohl die Proliferation inhibiert, 
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einer weiteren humanen epithelialen Karzinom-Zellinie von Schmidt et al. gezeigt. Hierbei 
schützte die Überexpression von p21 die Zellen vor der Wirkung von Taxol oder Cisplatin. 
Ohne Einfluss eines Chemotherapeutikums führte die induzierte Überexpression von p21 zur 
Arretierung der Zellen in der G1-Phase (Schmidt et al., 2001). Li et al. beobachteten in 
Glioblastom-Zellinien, dass die Stabilisierung des p21-Proteinlevels ebenfalls vor Taxol-
induzierter Apoptose schützt (Li et al., 2002). Jedoch wurde ohne toxischen Stimulus in 
diesem Zellsystem eine erhöhte Bildung aktiver CylinD1-CDK4-p21-Komplexe gefördert und 
CyclinE-CDK2-Komplexe wurden nicht durch p21 inhibiert. Es konnte also angenommen 
werden, dass in diesem Tumormodell p21 das Überleben der Zellen fördert, indem die 
Proliferation aktiviert und Taxol-induzierte Apoptose inhibiert wurden. 
Der gegenwärtige Forschungsstand zeigt somit, dass es kein einheitliches duales Modell zur 
Rolle von p21 in kanzerogenen Zellen gibt. In der zusammenfassenden Literatur wird jedoch 
die These vertreten, dass p21 eine „antagonistische Dualität“ besitzt, da es sowohl 
proliferative als auch apoptotische Signale inhibiert (Gartel und Tyner, 2002). Die duale 
biologische Rolle von p21 wird zudem in der gut untersuchten Funktion von p21 bei der p53-
vermittelten Stress-Antwort deutlich: Hierbei inhibiert p21 den Zellzyklus, aber gleichzeitig 
auch die Stress-induzierte Apoptose der Zellen als Antwort auf DNA-schädigende Agenzien. 
Ähnlich dazu besitzen auch weitere Proteine diese gegensätzlichen biologischen Funktionen. 
So reguliert zum Beispiel der Transkriptionsfaktor Myc ebenfalls Proliferation und Apoptose 
auf dieselbe Weise: Myc aktiviert abhängig vom zellulären Kontext die Proliferation oder die 
Apoptose (Evan und Voussden, 2001). 
Die Vielzahl an Publikationen zeigt, dass p21 unterschiedliche und multifunktionale Rollen 
besitzt. Daher ist es notwendig, die biologische Funktion von p21 für jeden Zelltyp und 
zellulären Kontext neu zu untersuchen. Ob p21 ein relevantes Ziel für eine molekulare 
(Kombinations-) Therapie ist, muss deshalb ebenfalls für jeden Krankheitsmechanismus neu 
geklärt werden. In dieser Arbeit wurde für p21 in Bcr-Abl-positiven hämatopoetischen Zellen 
eine „Stoßdämpfer-Funktion“ beschrieben, durch die sowohl die Bcr-Abl-aktivierte 
Proliferation, als auch die STI571- und Taxol-induzierte Apoptose reduziert werden. Wie in 
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, kann diese konträr-duale Funktion von p21 einen 
Einfluss auf die Biologie und Entwicklung einer Bcr-Abl-positiven Zellpopulation auch 
während der Medikament-induzierten Apoptose ausüben. 
 
 







Bcr-Abl ist eine onkogene Tyrosinkinase, welche die Entstehung der chronischen 
myeloischen Leukämie und der Philadelphia-positiven B-ALL induziert, indem sie in 
hämatopoetischen Zellen die Proliferation dereguliert und die Apoptose inhibiert. Ein Protein, 
das ebenfalls beide Vorgänge in der Zelle regulieren kann, ist der Zellzyklusinhibitor p21. In 
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Bcr-Abl die Expression von p21 durch seine 
Kinaseaktivität hochreguliert. Diese Beobachtung war der Ausgangspunkt für die Frage nach 
der biologischen Funktion von p21 in Bcr-Abl-transformierten Zellen, denn es erschien 
paradox, dass in einer transformierten Zelle ein Zellzyklusinhibitor durch das Onkoprotein 
induziert wird. p21 kann jedoch abhängig vom zellulären Kontext und seinem 
Expressionsniveau in einer Zelle vielfältige und gegensätzliche Funktionen ausüben: p21 
kann die Proliferation und Apoptose sowohl aktivieren als auch inhibieren. Da Bcr-Abl die 
p21-Expression induziert und die zelluläre Funktion von p21 vor allem über dessen 
Expressionsniveau reguliert wird, sollte die biologische Rolle von p21 in der Proliferation und 
in der Apoptose Bcr-Abl-positiver Zellen geklärt werden.  
Mit Hilfe eines p21-„Knockout“-Models in murinen Knochenmarkzellen wurde in einem 
biologisch-relevanten Zellkultursystem gezeigt, dass p21 die Proliferation Bcr-Abl-
transformierter Zellen reduziert. Die Apoptose wurde in proliferierenden Bcr-Abl-positiven 
Knochenmarkzellen nicht durch p21 beeinflusst. Diese funktionalen Ergebnisse wurden durch 
Untersuchungen zur zellulären Lokalisation von p21 bestätigt. Obwohl p21 die Apoptose der 
proliferierenden Bcr-Abl-positiven Zellen nicht regulierte, wurde in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt, dass p21 sowohl die STI571- als auch die Taxol- induzierte Apoptose reduziert und 
somit eine anti-apoptotische Funktion in der Bcr-Abl-transformierten Zelle im Falle der 
Medikament-induzierten Apoptose ausübt. Dadurch wurde eine konträr-duale Funktion von 
p21 in Bcr-Abl-transformierten Zellen gezeigt: p21 ist ein abschwächender Faktor für die 
beiden gegensätzlichen zellulären Phänomene der Bcr-Abl-aktivierten Proliferation und der 
Medikament-induzierten Apoptose (ausgelöst durch STI571 oder Taxol). Damit wirkt p21 in 
Bcr-Abl-positiven Zellen wie ein „Input-abhängiger Stossdämpfer“, der deregulierte und 
überaktive zelluläre Signale kompensiert bzw. reduziert. 
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